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ABSTRACT 

DNA sequences coding for a TNF-bindlng protein and for 
the TNF receptor of which this protein constitutes the 
soluble domain. The DNA sequences can be used for preparing 
recombinant DNA molecules in order to produce TNF- binding 
protein and TNF receptor. Recombinant TNF-b1nd1ng protein 1s 
used In pharmaceutical preparations for treating Indications 
in which TNF has a harmful effect. With the aid of the TNF 
receptor or fragments thereof or with the aid of suitable 
host organisms transformed with recombinant DNA molecules 
containing the DNA which codes for the TNF receptor or 
fragments or modifications thereof, it Is possible to 
investigate substances for their interaction with the TNF 
receptor and/or for their effect on the biological activity 
of TNF. 
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© TNF-Rezeptor, TNF blndende Protelne und dafUr kodlerende DNAs. 

© DNA-Sequenzen, kodierend fOr ein TNF-bindendes Protein und fOr den TNF-Rezeptor. von dem dieses 
Protein die ftsliche Domfine darsteltt Die DNA-Sequenzen kfinnen fOr die Hersteilung rekombinanter DNA- 
MolekQIe zur Hersteilung von TNF-bindendem Protein und TNF-Rezeptor verwendet warden. Rekombinantes 
TNF-bindendee Protein kommt in pharmazeutischen ZQbereitungen zur Behandlung von indikationen, bei denen 
eine sch&digende Wirkung von TNF auftritt, zur Anwendung. MR Hilfe des TNF-Rezeptors bzw. Fragmenten 
davon Oder mftt Hiife geeigneter Wirtsorganismen, transform iert mit rekombinanten DNA-MolekUlen, enthaltend 
die fQr den TNF-Rezeptor kodierende DNA oder Fragmente oder Mqdifikationen davon, k&rmen Substanzen auf 
ihre Wechsetwirkung mit dem TNF-Rezeptor und/oder auf ihre Beeinfiussung der biologischen Wirkung von TNF 
untersucht warden. 
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TNF-Rezeptor, TNF bindende Protelne und dafUr kodierende DNAa 



Die Erfindung bezteht sich auf einen TNF-Rezeptor sowie auf ein TNF Wndendes Protein. 
Tumornekrosefaktor (TNF-a) wurde erstmals Im Serum von MMusen und Kaninchen gefunden, die mit 
Bacillus Calmette-Guerin Infboert und denen Endotoxin Injiziert worden war. und auf Qrund seiner cytotoxi- 
schen und Antitumoreigenschaften erkannt (Carswell et al., 1875). Er wird vor allem von aktivierten 

5 Makrophagen und Monozyten produziert Zahlreiche Zelltypen, die Ziele fQr TNF sind, weisen OberflMchen- 
rezeptoren mH hoher AfRnHfit fQr dieses Poiypeptid auf (Old et al., 1987); es wurde angenommen. daB 
Lymphotoxin (TNF-0) an denselben Rezeptor bindet (Aggarwal et al., 1985, Gullberg et al.. 1987). TNF-* ist 
identisch mit einem als Cachectin bezeichneten Faktor (Beutler et al.. 1985), der die Upoproteinllpase 
unterdrdckt und bei cronisch-entzOndltehen und malignen Erkrankungen zur HypertriglyceridSmie fDhrt 

to (Tortie et al.. 1985. Mahoney et al.. 1985). TNF-a dOrfte an der Regulation des Wachstums sowie an der 
Dtfrerenzterung und Funktion von Zelten. die bei EntzQndungen. ImmunvorgSngen und H&matopoese eine 
Rolte spieten, beteiligt sein. 

TNF kann auf den Wirtsorganismus durch Stimulation von Neutrophil (Shalaby et al.. 1985, Klebanoff 
et al.. 1986) und Monocyten sowie durch Hemmung der RepHkation von Viren (Mestan et al., 1986, Wong et 

75 al., 1986) eine positive Wirkung ausQben. DarOberhlnaus aktivlert TNF-a die Immunabwehr gegen Parastten 
und wirkt direkt und/oder indirekt als Mediator bei Immunreaktionen. entzOndlichen Prozessen und anderen 
VorgSngen im Organismus, wobei die Wirkmechanismen in vielen FMIten noch ungeklfirt sind. 
Die Verabreichung von TNF-a (Ceraml et al.. 1988) kann jedoch auch von schSdlichen Erscheinungen 
(Tracey et al., 1986) wie Schock- und Gewebeschddigungen begleitet sein, die durch AntikOrper gegen 

so TNF-a aufgehoben werden kOnnen (Tracey et al., 1987). Eine Reihe von Beobachtungen tSBt auf eine Rolle 
von endogen freigesetztem TNF-a bei verschiedenen pathokxjlschen Zustfinden schlieBen. So scheint TNF- 
a eln Mediator der Kachexie zu sein, die bei chronisch-invasrven, z.B. parasitiren Erkrankungen auftreten 
kann. TNF-a scheint auch eine wesentliche Rolte bei der Pathogenese des durch gram-negative Bakterien 
verursachten Schocks (Endotoxln-Schock) zu spielen; er dOrfte an einigen, wenn nteht alien Wirkungen von 

26 Upopoiysacchariden beteiligt sein (Beutter et al., 1988). Ebenso wurde eine Funktion von TNF bei den im 
Rahmen von entzOndlichen Prozessen In Qelenken und anderen Qeweben auftretenden GewebeschSdigun- 
gen sowie bei der LetaMt und MorbidMt der Qraft-versus-host reaction (QVHR, Transplantat-Abstoflung 
(Piguet et al.. 1987) postuliert Auch wurde ein Zusammenhang zwischen der Konzentration von TNF im 
Serum und dem tfidlichen Ausgang von Meningokokkenerla^nkungen berichtet (Waage et al., 1987). 

so Waiters wurde beobachtet, daB die Verabreichung von TNF-a Ober einen Ifingeren ZeHraum einen 
Zustend von Anorexia und Auszehrung veruraacht, die eine fihnHche Symptomatik aufweist wie die 
Kachexie, die mit neoptastischen und chronlschen infektidsen Erkrankungen einhergeht (Oiiff et al., 1987). 

Es wurde Ober eine TNF inhibierende Aktivitfit eines Proteins aus dem Ham von Fieberpatienten 
berichtet von dessen Wirkung vermutet wird, dafi sie auf einen kompetHiven Mechanismus auf Rezeptor- 

35 ebene seibst (ShnUch der Wirkung des lnterleuldn-1 Inhibitors (SecWnger et al., 1987)) zurOckzufOhren ist 
(SecWngeretaJ.. 1988). 

In der EP-A2 306 378 wird ein TNF inhibierendes Protein beschrieben, das aus menschlischem Ham 
gewonnen wurde. Seine Wirkung wurde im Ham gesunder und kranker Personen nachgewlesen und 
aufgrund der Ffihigkeit bestimmt die Bindung von TNF-a an seine Rezeptoren auf humanen HeLa Zellen 

40 und F8 11 FlbroWasten sowie die zytotoxische Wirkung von TNF-a auf murine A9 Zellen zu inhibieren. Das 
Protein wurde im weaentfichen zur Homogenit§t gereinigt und durch seinen N-Terminua charakterisiert In 
dieaer PatentverOffentlichung werden zwar grundsfitzlich mtigilche "Wege dargelegt zur fOr das Protein 
kodierenden DNA und zum rekombinanten Protein zu gelangen; es werden Jedoch keine konkreten Angaben 
gemacht, welcher der theoretisch mflglichen LOsungswege zum Zlei fQhrt 

45 In Vorversuchen zur voriiegenden Erfindung konnte aus Dlalyseham von Urdmiepatienten ebenfalls ein 
Protein ktentrfiziert werden. das die biologlschen Wirkungen von TNF-a hemmt Indem es durch Wechsei- 
wiritung mit TNF-a dessen Bindung an seinen Zelloberflfichenrezeptor verhlndert (Olsson et al., 1988). Von 
diesem Protein wurde auch eine AffinttSt zu TNF-/9 featgestettt 

Die Anwesenheit dieses Proteins (im folgenden TNF-BP genannt) im konzentrierten Diaiyseham wurde 

so durch Kompetrtion mit der Bindung von radioaktjv markiertem rekombinantem TNF-a an einen Subklon von 
HL-60 Zellen nachgewlesen, wobei der Bnflufl von dialystertem Ham auf die Bindung von 125 KTNF-a an die 
Zellen gemessen wurde. Die durchgefQhrten Bindungsversuche zelgten eine dosisabh&ngige Hemmung der 
TNF-o-Bindung an die Zelte durch konzentrierten Diaiyseham (die MOgUchkert der Interpretation, dad die 
beobachtete Verringerung der Bindung durch gegebenenfalls im Ham vorfcandenen TNF-a seibst Oder TNF- 
0, der urn die Bindung konkurriert. verursacht werden kOnnte, wurden durch den Behind, daB die 
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Verrtngerung der Bindung durch Anwendung von TNF-a-und TNF-0-AntikOrpem nicht aufgehoben werden 
konntB, auageschlossen). 

In analog* Weise wurde in Vorversuchen zur vorliegenden Erfindung nachgewiesen. dad TNF-BP auch 
Affinftfit zu TNF-0 aufweist sie betrfigt ca. 1/50 seiner Affinitfit zu TNF-a. 
s Mittels Qetehromatographie auf Sephacryl 200 wurde festgestelK. da£ eine Substanz im Ham und 
Serum von Dialysepatienten sowie im Serum von gesunden Personen mit rekombinantem TNF-a einen 
Kompiex mit einem Molekulargewicht von ca. 75 000 biktet 

TNF-BP wurde aus mehreren Proben Dialyseham von UrSmiepatienten durch partielle Reinigung mittels 
fruckuttrafittratk>n t tonerwustauschc^romatographie und Qetehromatographie 62fach angereichert 
io Die erhaltenen Prflparationen wurden zum Nachweis der biologischen Akttvitfit von TNF-BP durch 
Hemmung der wachstumshemmenden Wirkung von TNF-a auf HL-6O-10 Zellen verwendet Es zetgte sich 
eine dosisabhSngige Wirkung von TNF-BP auf die bioiogische Wirkung von TNF-a. Es wurde wefters das 
Bindungsverhahen von Zellen durch Vorbehandlung mit TNF-BP und ausschlieBendem KompetttionsWn- 
dungstest untersucht Dabei wurde nachgewiesen, da£ Vorbehandlung der Zellen mit TN-BP die Bindung 
is von TNF-a an die Zelle nicht beeintrSchtigt Dies zeigt da£ die Wirkung von TNF-BP nicht auf seiner 
etwaigen Bindung an die Zelle und Konkurrenzierung mH TNF-a urn die Bindung an den Rezeptor beruht. 

Das im wesentfichen homogene Protein wurde in hochgereinigter Form erhalten, indem Ham von 
Dialysepatienten durch Ultrafiltration konzentriert, der konzentrierte Ham dialysiert und zun&chst in einem 
ersten Reinigungsschritt mittels DEAE-Sephacel-Chromatographie auf das Vierfache angereichert wurde. 
20 Die weftere Anreicherung erfolgte mittels Affinitftschromatographie durch an Sepharose gebundenen TNF- 
a. Die Endreinigung wurde mittels Reverse Phase Chromatography (FPLC) durchgefOhrt 

Es konnte gezeigt werden, dafi das im wesenttlchen hochgereinlgte Protein die zytotoxische Wirkung 
von TNF-a auf WEH1 164 Klon 13 Zellen hemmt (Olsson et a)., 1988). 

Vom im wesentlichen hochgereinigten Protein wurde die N-terminale Aminosiuresequenz aufgekldrt 
25 Sie wurde mit Asp-Ser-VaKXaa-Prc^lrvGly-Lys-TyM bestimmt (daneben 

wurde in Spuren die fblgende N-terminale Sequenz nachgewiesen: Leu-^alHProHHishLeu-Qly-Xaa-Arg- 
Qhi-(Nebensequenz)). Der Vergleich der Hauptsequenz mH der N-termlnalen Sequenz des in der EP-A2 308 
378 geoffenbarten TNF Inhibierenden Proteins zeigt die Identftdt der beiden Proteine. 

Es wurde fplgende Amfnos&urezusammensetzung, angegeben in Moi-Aminosfiure pro Mol Protein und 
oo in Mol % Aminosfiure, bestimmt als Mrttelwert elner 24- und 4S*st0ndigen Hydroiyse, ermittelt 



ss 





Mol 

Aminosfiure/Mol 
Protein 


Mol % 
Aminosfiure 


Asp + Asn 


27,5 


10,9 


Thr 


15,8 


6,3 


Ser 


20,7 


8.2 


Qtu + Gin 


35.0 


13,8 


Pro 


9,5 


3.8 


Gty 


16,0 


6,3 


Ala 


43 


1,7 


Cys 


32,3 


12,8 


Val 


10,8 


4,3 


Met 


1,1 


0,4 


lie 


7,0 


2,8 


Leu 


20,2 


8,0 


Tyr 


6,1 


2,4 


Phe 


8,1 


33 


His 


11.1 


4,4 


Lys 


15,7 


63 


Arg 


113 


4.7 


Total 


252^ 


100 



Bn Gehalt an Glukosamin wurde mittels Aminosfiureanalyse nachgewiesen. Die Ergebnisse eines mrt 
Concanavalin A und Weizenkeimiektin durchgefUhrten Affinobiots zeigten ebenfalls, daB es sich bet TNF-BP 
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um ein Glykoprotein handelt 

Das im weeentfichen homogene Protein wurde tryptisch verdaut und von 17 der erhaltsnen Spaltpeptide 
die Aminos&uresequenzen bestimmt Welters wurde der C-Terminus analysiert 

TNF-BP kommt offensichtiich die Funktion sines Regulators der TNF-AWMtfit mit der Fahlgkett zu. die 
5 Koruentrationsfinderungen von freiem, biologisch aktivem TNF-a abzupuffem. TNF-BP dOrfte auch die 
Ausscheidung von TNF durch die Niere beeinflussen. weil der mit TNF gebiktete Komptex, dessen 
Molekulargewicht mitteis Gelpermeationschromatographie auf Sephadex G 75 mit ca. 75000. bestimmt 
wurde, im Gegensatz zu TNF offensichtiich nicht durch den Glomerulus zurtickgehatten wird. 

Das TNF-BP wurde aus dem Ham von Diaiysepatienten als eine von drei Hauptproteinkomponenten, 
70 die Affinftit zu TNF aufweisen und die gemeinsam mit TNF-BP von der TNF-AffinitfitschromatographiesSule 
eluieren, nachgewiesen. Die beiden anderen Protelne binden jedoch offensichtJich in einer Weise. die die 
Bindung von TNF-a an seinen ZeltoberflSchenrezeptor nicht beeintrfichtigt 

Die zur biologischen Wirkung des TNF-BP erhaltenen Ergebnisse, insbesondere der Vergleich der 
Bindungskonstante mit der fOr den TNF-Rezeptor beechriebenen Bindungskonstante (Creasey et al., 1987) 
is lieferten einen ersten Hinweis dafQr. daB es sich be! diesem Protein um den Ittstichen Teil eines TNF- 
Rezeptors handeln kfinnte. 

Auf Grund seiner Fihigkert, die biotogische Wirkung von TNF-a und TNF-0 zu inhibieren, 1st das TNF 
bindende Protein geeignet bei Indikationen eingesetzt zu werden, bei denen eine Herabsetzung der TNF- 
Aktivftfit fm Organismus angezeigt 1st. Geeignet zur Anwendung bei diesen Indikationen sind auch Derivate 
20 Oder Fragments des TNF bindenden Proteins mit der FSWgkeit die biotogische Wirkung von TNF zu 
inhibieren. 

TNF-BP (bzw. seine funkttonellen Derivate Oder aktiven Fragmente) kann zur prophylaktlschen und 

therapeutischen Behandiung des menschlichen Oder tiertschen KSrpers bei Indikationen, bei denen eine 

schfidigende Wirkung von TNF-a auftritt eingesetzt werden. Zu diesen Erkrankungen zShlen insbesondere 
» entzOndliche sowie infektidse und parasrtSre Erkrankungen oder SchockzustSnde, bei denen endogenes 

TNF-a freigesetzt wird, welters Kachexie, GVHR, ARDS (Aduft Respiratory Distress Symptom) und Autoim- 

munerkrankungen wie Rheumatoide Arthritis, etc. Es sind darunter auch pathotogische Zustfnde zu 

verstehen, die als Nebenwirkungen bei der Therapie mit TNF-a, besonders bei hoher Dosierung, auftreten 

kdnnen, z.B. schwere Hypotension oder Stfirungen des Zentralnervensystems. 
30 Auf Grund seiner TNF bindenden Bgenschaften 1st TNF-BP auch als Diagnosticum fOr die Bestimmung 

von TNF-a und/oder TNF-B geeignet z.B. als eine der Komponenten in Radioimmunoassays oder 

Enzymimmunoassays, gegebenenfalls zusammen mit AntiWSrpem gegen TNF. 

Auf Grund seiner Bgenschaften ist dieses Protein ein pharmakotogisch wertvoller Wirkstoff, der aus 

natOrtichen Queilen nicht In ausreichender Menge mitteis proteinchemischer Methoden darsteltbar ist. 
36 Es bestand daher das BedOrfnis, dieses Protein (bzw. verwandte Proteine mit der FShigkeit TNF zu 

binden) auf rskombinantem Weg herzustellen, um es fOr die therapeutische Anwendung in ausreichender 

Menge zur VerfOgung zu stellen. 

Unter der "FShigkeit TNF zu binden" ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung die Bgenschaft eines 

Proteins zu verstehen. an TNF-a derart zu binden, daB die Bindung von TNF-a an den funktioneiien Teil des 
40 Rezeptors verhindert und die Wirkung von TNF-a im menschlichen oder tierlschen Organismus gehemmt 

oder aufgehoben wW. Durch diese Definition ist die Ffihigkett eines Proteins, auch an andere Proteine. z.B. 

an TNF-0, zu binden und deren Wirkung inhibieren zu kdnnen, mit eingeschlossen. 

Der vorQegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, die fOr TNF-BP kodierende DNA zur VerfUgung 

zu steUen. um auf deren Basis die Hersteilung rekombinanter DNA-MolekOte zu ermdglichen, mit denen 
4$ geetgnete Wirtsorganismen transformiert werden kOnnen, um TNF-BP bzw. funktionelle Derivate und 

Fragmente davon zu produzieren. 

Im Rahmen dieser Aufgabenstellung sollte auch festgestellt werden, ob es sich beim TNF-BP um den 

Ifislichen Teil eines TNF-Rezeptors handelt Diese Annahme wurde bestStigt womH die Grundlage fOr die 

Aufkl&rung der Rezeptorsequenz geschaffen war. 
so Bne weitere Aufgabenstellung fm Rahmen der vorliegenden Erfindung bestand in der BereKstellung der 

fOr einen TNF-Rezeptor kodierenden cDNA fOr die Hersteilung von rekombinantem humanem TNF- 
Rezeptor. 

Das Vorhandensein eines spezifischen Rezeptors mit hoher AffinitSt zu TNF-a auf verschiedenen 
Zelltypen wurde von mehreren Arbertsgruppen gezeigt KDrzlich wurde erstmals von der Isolierung und 
ss vorlfiufigen Charakterisierung eines TNF-a Rezeptors berichtet (Stauber et al., 1088). Da die Bindung von 
radioaktiv markiertem TNF-a durch einen OberschuB TNF-0 aufgehoben werden kann (Aggarwal et al.. 
1085). wurde vorgeschlagen, daB TNF-a und TNF-B einen gemeinsamen Rezeptor teilen. Da jedoch 
andererselts gezeigt werden konnte, daB bestimmte Zelltypen, die auf TNF-a ansprechen, gegen TNF-a 
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teilweise Oder ggnzRch unempfindlich sind (Locksley et al. f 1887), wurde die Existenz eines gemelnsamen 

Rezeptors wieder in Zwetfel gezogen. 

Im Qegensatz dazu schelnen kUrzlich erhaltene Ergebnisse zu den Bindungseigenschaften von TNF-0 

an Rezeptoren die Theorie eines gemeinsamen Rezeptors wieder zu erhfirten (StaQber et at., 1888), wobei 
$ in dieser Arbeit vorgeschlagen wird, daB zwischen TNF-a und TNF-0 Unterschiede hinsichtltch der 

Wechsetwiriamg mit dem Rezeptor bzw. zusdtzlich hinslchtfich der In der Zelle nach der Ugand-Rezeptor- 

wechsetwirkung eintretenden Ereignisse bestehen. 

KQrzOch wurde von einem weiteren TNF btndenden Protein berichtet, von dem vermutet wird, daB es 

sich dabel urn die ISsliche Form eines anderen TNF-Rezeptors handett (Engeimann et al., 1880). 
to Die VerfOgbarkeit der fUr einen TNF-Rezeptor kodierenden DNA steltt die Voraussetzung fUr die 

Herstellung von rekombinantem Rezeptor und damit u.& eine wesentfiche Erfetehterung fOr die DurchfQh- 

rung vergieichender Untersuchungen verschiedener Zeittypen auf ihre(n) TNF-a- und/oder TNF-/J-Rezeptor- 

(en) bzw. auf die durch die Bindung von TNF an den Rezeptor in der Zelfe ausgeldsten Reaktionen dar. 

Dadurch wird welters die Aufkldrung der dreidimenslonaJen Struktur des Rezeptors ermOgiicht und damit 
rs die Voraussetzung fOr ein rationales Design fOr die Entwicklung von Agonisten und Antagonisten der TNF- 

Wirkung geschaffen. 

Bei der LSsung der gesteliten Aufgabe wurde von der Feststellung ausgegangen, daB das Durchsuchen 
von cDNA-Bibliotheken mit Hilfe von Hybridisierungssonden, die von Aminos&uresequenzen kurzer Peptide 
abgeleitet sind, auf Grund der Degeneration des genetischen Codes mitunter auf grdBere Schwierigkeiten 
20 stflBt ZusStzlich erschwert wird diese Vorgangsweise dann, wenn von einem Protein, wie z.B. dem TNF* 
BP, nicht bekannt 1st In welchen Qeweben es synthetisiert wird. In diesem Fall kann bet einem Versagen 
dieser Methode unter Umst&nden nicht mit Bestimmtheit festgesteltt werden, ob es auf die Wahl einer 
ungeeigneten cDNA-Bibliothek Oder auf die zu geringe Spezitttflt der Hybridisierungssonden zurOckzufOhren 
ist 

36 Urn die fOr TNF-BP kodierende DNA zu erhaiten, wurde daher zunichst erflndungsgemfiB wie folgt 
vorgegangen: 

Als cDNA-Bibliothek wurde eine BibHothek der Rbrosarkomzelllnie HS813 T, die mit TNFo induziert 
worden war und in X gt11 vorlag, eingesetzt Urn aus dieser Bibliothek X DNA mtt TNF-BP Sequenzen zu 
erhaiten, wurde die groBe Empfindlichkett der Polymerase Kettenreaktion (PCR, (Saiki, 1888)) ausgenUtzt 
30 (Mit Hilfe dieser Methode kann aus einer gesamten cDNA-Bibliothek eine unbekannte DNA-Sequenz 
erhaiten werden, die fiankiert ist von Oiigonukleotiden, die auf Basis bekannter Amlnosiureteilsequenzen 
entworfen und als Primer eingesetzt wurden. Bn solches ISngeres DNA-Fragment kann nachfolgend als 
Hybridisierungssonde, z.B. zur Isoiierung von cDNA-Wonen, insbesondere des ursprQnglichen cDNA-Klons, 
eingesetzt werden). 

35 Auf Basis der N-terminaleh Aminosfiuresequenz (Hauptsequenz) und Aminosfiuresequenzen von trypti- 
schen Peptiden, die vom hochgereinigten TNF-BP erhaiten worden waren, wurden Hybridisierungssonden 
hergestellt Mit Hilfe dieser Sonden wurde mittels PCR aus der cDNA-Bibiiothek HS813T eine cDNA. die 
einen Teil der fOr TNF-BP kodierenden cDNA darstellt erhaiten. Diese cDNA weist die foigende Nukleotid- 
sequenz auf: 

40 CAQ QQQ AAA TAT ATT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA 
ACC TAC TTG TAC AAT QAC TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACQ GAC TGC AGG GAG TGT GAG 
AGC GGC TCC TTC ACA GCC TCA GAA AAC AAC AAG . 

Diese DNA stem eine von mttglichen Varianten dar, die geeignet sind, mit TNF-BP-DNAs bzw. TNF-BP- 
RNAs zu hybrfdisieren (soiche Varianten umfassen z.B. diejenigen DNA-MotekOle, die durch PCR-Ampiifika- 

46 tion mit Hilfe von Prlmem erhaiten warden, deren Nukleotidsequenz nicht exakt mit der gesuchten Sequenz 
Qbereinstimmt etwa aufgrund von zu Kk>nierungszwecken vorgesehenen Restriktionsschnlttstellen Oder 
aufgrund von bei der Aminosfiuresequenzanalyse etwa nicht elndeutig ermittelten Aminosfiuren). Unter 
TNF-BP-DNAs" bzw. TNF-BP-RNAs" sind Nukleinsfiuren zu verstehen, die fOr TNF-BP bzw. verwandte 
Proteine mit der FShigkeit TNF zu blnden kodieren bzw. die fQr ein solches Protein kodierende Sequenz 

so enthalten. 

Unter TNF-BP-DNAs (bzw. TNF-BP-RNAs) sind auch cDNAs, abgeleitet von mRNAs. die durch 
alternatives Splicing entstanden sind (bzw. diese mRNAs selbst), mitumfaBt Unter "altemativem Splicing" 
wird die Errtfemung von Introns verstanden, bei der vom gleichen mRNA-Precursor verschiedene 
Spliceacceptor- und/oder Splicedonorstellen verwendet werden. Die dabel entstehenden mRNAs unterschei- 
55 den sich voneinander durch das gSnzliche oder teilwelse Vorhandensein oder Fehlen von bestimmten 
Exonsequenzen, wobei es gegebenenfalls zu einer Verschlebung des Leserasters kommen kann. 

Die erfindungsgemfiB zunMchst erhaltene, einen Teil der fOr TNF-BP kodierenden Sequenz enthaltende 
cDNA (bzw. Varianten davon) kann somlt als Hybridisierungssonde verwendet werden, um aus cDNA- 
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Bibttotheken cONArKlone. enthartend TNF-BP-DNAa, zu erhalten. Waters kann sie ate Hybrkfisierungasonde 
fOr mRNA-Prfiparatlonen eJngesetzt warden, um TNF-BP-RNAa zu isolieren und daraus z.B. angereicherte 
cDNArBlbiotheken herzustellen, die ein wesentlich vereinfachtea und effizierrteres Screening armdglichen. 
Bn werteree Anwendungsgebiet iat die Isotterung der gewUnachten DNAa aua genomiachen DNA-Bibliothe- 
ken mrt Hilfe cfteser DNAa ala Hybridiaiecungaaonden. 

Die oben definierte DNA (bzw. ihre Varlanten) iat In der Lage, mrt DNAa (bzw. RNAa) zu hybrldiaieren. 
die fOr TNF-BP kodieren bzw. die fQr TNF-BP kodierende Sequenz ertthaiten. Mrt Hilfe dieaer DNA ala 
Sonde kOnnen auch cDNAs erhalten warden, die fOr Proteine kodieren, deren Prozessierung TNF-BP erglbt 
Unter Prozeaaierung iat die in vivo Abapaltung von Teilaequenzen zu veretehen. Dabei kann ea aich N- 
terminal um die Signalaequenz und/oder andere Sequenzen und gegebenenfaila zuafitzlich C-terminai um 
die tranamernbrane und zytopiaamatiache Region dee Rezeptora handeln. Mit Hilfe dieaer Hybridiaierunga- 
aonde iat ea daher mdgiich. geeignete cDNA-BibHotheken auf daa Vorhandenaein von cDNA, die die 
vollstfindige fQr einen TNF-Rezeptor kodierende Sequenz enthfirt. zu durchauchen (dieaer Vorgang kann 
erforderfichenfalla in mehreren Schritten erfolgen). 

ErfindungagemU wurde die cDNA der oben definJerten Sequenz, die mlttels PCR aua der cDNA- 
Bibliothek der TNF-a induzierten Flbroaarkomzellinle HS913 T (in X gt11) erhalten worden war, zum 
nochmaligen Durchauchen der cDNA-Bibliothek verwendet von den hybridiaierenden Klonen die Lamda* 
DNA prfipartert. subWoniert und aequenziert Ea wurde ein 1334 Basen langea cDNA Insert erhalten, daa die 
fOr TNF-BP kodierende Sequenz enthfirt. 

Ea wurden aomit zunfichst DNAs, kodierend fQr ein Polypeptid mit der Ffihlgkeit TNF zu binden. bzw. 
fOr ein Polypeptid, von dem dieses TNF bindende Protein eine Teilaequenz darsteirt, bereltgestelrt. Darunter 
and auch aolche DNAa zu veretehen, die fQr Telle dieaer Polypeptide kodieren. 

Die vollstfindige Nukleotidaeqenz des Ifingaten erhaltenen cDNA-lnaerta iat in Fig.1 abgebildet 

Dieae Nukleotidsequenz weiat einen durchgehenden offenen Leserahmen auf, beglrmend mit Baae 213. 
bis zum Ende dea 1334 bp langen cDNA Inserts. Da aich in demaeiben Leserahmen 4 Codons vor dem 
potentiellen Translattonsstartixckw ATQ (213-215) ein Stopcodon (TAG) befindet wurde davon auagegan- 
gen. daB as aich bei dem Startcodon tatsfichlich um den in vivo verwendeten Tranalationaatart handelt 

Der Vergleich der von der Nukleotidsequenz abgelerteten Aminoafiuresequenz mrt den Amlnosfiurese- 
quenzen. (fie vom aminoterminalen Ende von TNF-BP und von tryptiachen Peptiden beatlmmt worden 
waren, zeigt hone Obereinatimmung. Daraus ergibt aich, daB die iaolierte cDNA die fQr das authentiache 
TNF-BP kodierende Sequenz enthfilt 

Vom N-Terminua ausgehend iat die erste Sequenz, die eine Obereinatimmung mrt einer tryptiachen 
SpattpeptJdsequenz zeigt die Sequenz von Fraktion 12 (Leu-Val-Pro-...), die auch ale Nebenaequenz be) der 
Analyse dea N-Terminua von TNF-BP erharten worden war. Dieses N-terminale Leucin entapricht der 30. 
Aminoafiure in der cDNA Sequenz. Da der vorangehende Abachnitt von 29 Aminoafiuren einen stark 
hydrophoben Charakter aufweiat und ea aich bei TNF-BP um ein aekretiertes Protein handelt, kann gefolgert 
werden, daB dieae 29 Aminoafiuren das fQr den Sekretionsvorgang bendtigte Signaipeptid darstellen, daa 
bei der Sekretion abgespaiten wtrd (in Figur 1 mrt S1-S29 bezeichnet). Die ala Hauptsequenz bei der N- 
tarminalen Analyse von TNF-BP erhaltene Aminosfiureaequenz entapricht den Aminoafiuren beginnend mit 
Asp-12 in der cDNA Sequenz. Dieaer Asparaginafiurereat folgt direkt dem baeiachen Dipeptid Lya-Arg. Da 
nach cfiesem Dipeptid in vivo aehr viele Proteine protedytisch geapalten warden, iat anzunehrnen, daB TNF- 
BP mit N-terminalem Asp nicht direkt durch Prozessierung eines Precursors beim Sekretionsvorgang 
entsteht aondem daB vom prozessierten Protein die N-terminaien 11 Aminoafiuren zu einem apfiteren 
Zettpunkt durch extrazettulfire Proteasen abgespaiten werden.Das carboxy-terminale Ende von TNF-BP war 
mit He-Glu-Asn beatlmmt worden (OterminaJe Analyae^rypUachea Peptid Fraktion 27: Aminosfiuren 159- 
172. tryptisches Peptid Fraktion 21: Aminoafiuren 165-172), wobei Asn der Position 172 In der cDNA 
Sequenz entapricht 

Potentielle N-GrykosyBerungsstellen der allgemeinen Formel Aan-Xaa-Ser/Thr, wobei Xaa jade beiiebige 
Aminoafiure auBer Prottn eein kann, beflnden aich an den Posrtionen 25-27 (Aan-Aan-Ser), 116-118 (Asn- 
Cya-Ser) und 122-124 (Asn-Gly-Thr) der TNF-BP cDNA Sequenz. (DaB Aan-25 glykosyliert iat ergibt aich 
daraus, daB bei der Sequenzierung dea entsprechenden tryptiachen Spaltpeptids an dieaer Stelle Asn nlcht 
identffiziert werden konnte.) 

Die Analyse der Nukleotid- bzw. der davon abgelerteten Amlnoafiuresequenz Im Zuaammenhang mrt 
den durchgefOhrten proteinchemischen Untersuchungen zeigt dafl es sich bei TNF-BP um ein glykosyHer- 
tes Polypeptid mit 172 Aminosfiuren, daa durch proteolytische Spaltung nach der 11. Aminosfiure in ein 
Qfykoprotein mit 161 Aminosfiuren umgewandelt wird, handelt 

Die nachfolgende TabeHe zeigt die sequenzierten tryptiachen Peptide und die aua der cDNA Sequenz 
abgelerteten korrespondierenden Aminoafiurensequenzen: 
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Fraktion 


Aminosfiuren 




12 


1- 8 




1 


12- 19 




8 


20- 32 




14/1 


36-48 




20 


36-53 




11 


54-67 


(Aminosfiuren 66-67 waren am PeptJd nicht korrekt bestimmt worden) 


14/11 


79-01 




26 


133-146 




5 


147-158 




27 


159-172 





Die erhaftene cDNA stelK die Voraussetzung fOr die Herstellung von rekombinantem TNF-BP dar. 

Die zunfichst erfindungsgemfiB isolierte cDNA enthfirt. wie bereits erwfihnt. nach dem Codon fOr Asn- 
172 nicht das Stopcodon, das aufgrund der Analyse des C-Tenminus zu erwarten wfire. sondem der offene 
Leserahmen wind fortgesetzt Die Region zwischen VaM83 und Met-204 hat einen stark hydrophoben 
Charakter. Dieser hydrophobe Berelch von 22 Aminosfiuren, gefolgt von einem Abschnitt mit einem Qehatt 
an posffiv geladenen Aminosfiuren (Arg-206, Arg-209) weist die typtschen MerkmaJe einer Transmembrane 
domfine auf, die Proteine In der Zellmembran verankert Der in Richtung C-Terminus folgende Proteinanteil 
1st dagegen wieder stark hydrophil. 

Das Hydrophobizrtfitsprofil 1st in Flg.2 abgebildet (der Hydrophobizttfitsplot wurde mit Hitfe des Mac 
Molly Programms (Fa.Soft Gene Berlin) ersteltt; die FensterweHe fOr die Berechnung der Werte betrug 11 
Aminosfiuren. Hydrophobe Bereiche entsprechen posit! ven, hydrophile Bereiche negativen Werten auf der 
Ordinate. Auf der Abszlsse 1st die Zahl der Aminosfiuren, beginnend mit dem Startmethlonln S1, darge- 
stelft). 

Aus der Proteinstruktur ergibt sich, daB die fOr das WsHche, sekretferte TNF-BP kodierende DNA Teil 
einer fOr ein grflBeres Protein kodierenden DNA ist Dieses Protein weist die Merkmale eines in der 
Zellmembran verankerten Proteins auf, enthfirt TNF-BP in fOr eine extrazellulfire Domfine typische Weise 
und weist einen betrfichtlichen fOr zytoplasmatlsche Domfinen typischen Abschnitt auf. LOsllches TNF-BP 
wird offensicrrtfich von dieser membrangebundenen Form durch proteolytische Spaltung knapp auBerhalb 
der Transmembrandomfine erhaiten. 

Die Struktur des von der erhartenen cDNA kodierten Proteins im Zusammenhang mit der Ffihlgkert von 
TNF-BP, TNF zu btnden, bestfitigen die Annahme, daB es sich be! TNF-BP urn einen Teil eines zellulfiren 
Oberflfichenrezeptors fOr TNF handelt, dessen extrazellulfire, fOr die Blndung von TNF verantwortiiche 
Domfine proteotytisch abgespalten warden kann und In Form des KJsllchen TNF-BP wiedergefunden wird. 
(Dabei soil nicht ausgeschlossen werden, daB im Hinblick auf die Funktionsffihigkert des Rezeptors dieses 
Protein gegebenenfails mit einem Oder mehreren anderen Proteirten assoziiert ist). 

FOr Zwecke der Produktton von TNF-BP in grtBerem MaBstab wird vorteilhafterweise nicht von der 
gesamtan cDNA ausgegangen, weil das Erfordemis der Abspaltung von TNF-BP von dem Teil des Proteins, 
das den membrangebundenen Teil des TNF-Rezeptors darstellt, berQckslchtigt werden mUBte. Es wird 
vieimehr, wie bereits angefOhrt zweckmfiBigerweise nach dem Codon fOr Asn-172 durch gerichtete 
Mutageneee ein Trartslattonsstopcodon eingefOhrt, urn eine Qber das C-terminale Ende von TNF-BP 
hinauegehende Proteinsynthese zu verhindem. 

Mit der zunfichst erflndungsgemfiB erhartenen cDNA. die eine Teilsequenz der fOr einen TNF-Rezeptor 
kodierenden DNA darstellt kann man zur vollstfindlgen Rezeptorsequenz getangen, Indem man z.B. mrttels 
modrfizierter PGR (RACE * "rapid amplification of cDNA ends" (Frohman et al., 1988)) das fehiende 3- 
Ende mit Hirfe eines Primers, der aufgrund einer mdglichst wert In Richtung 3 -Ende der vorhandenen 
cDNA geiegenen Sequenz konstruiert wurde, amplifiziert Ene alternative Methode besteht im konventionel- 
len Screenen der cDNA-Bibiiothek mit der verfOgbaren cDNA bzw. Teilen davon als Sonde. 

ErflndungsgemfiB wurde zunfichst die Ratten-TNF-Rezeptor cDNA isoiiert mit einer Teilsequenz daraus 
die vollstfindige humane TNF-Rezeptor cDNA erhaiten und zur Expression gebracht 

Qegenstand der Erfindung ist ein humaner TNF-Rezeptor sowie die dafOr kodierende DNA. Unter diese 
Definition fallen auch DNAs, die fOr C- und/oder N-terminal verkOrzte, z.B^)rozessierte, Oder fOr modrfizierte 
(z.B. durch Anderungen an proteolytischen Spaltstellen, Qlykosyiierungsstellen Oder bestlmmten Domfinen- 
bereichen) Formen bzw. fOr Fragmente, z.B. die verschiedenen Domfinen, des TNF-Rezeptors kodieren. 
Diese DNAs kOrmen in Verbindung mit den fOr die Expression erforderfichen Kontroltsequenzen ais 
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Bestandteil rekombinanter DNA-MolekOle, die ebenfalls Qegenstand der vortiegenden Erfindung sind. zur 
Transformation von prokaryotischen Oder eukaryotischen Wirtsorganismen verwendet werden. Dadurch wird 
efrwsete cfie Voraussetzung geschaffen. den TNF-Rezeptor bzw. Modifikationen Oder Fragmente davon in 
grOaeren Mengen auf rekombinantam Weg herzustellen, urn z.B. die AufklSrung der dreldimensionalen 
Struktur des Rezeptors zu ermdglichen. Andererseits kdnnen mlt diesen DNAs hShere eukaryotische Zelien 
transfbrmiert werden. um Studien Qber Mechanismen und Dynamik der TNF/Rezeptor-Wechselwirkung, der 
SignalQbertragung bzw. Qber die diesbezQgliche Reievanz der verschiedenen Rezeptordomfinen bzw. 
Abschnitten davon zu erhaften. 

Der rekombinante TNF-Rezeplor (bzw. Fragmente Oder Modifikationen davon) kann dazu verwendet 
werden, Substanzen auf ihre Wechselwirkung mit TNF Oder dem TNF-Rezeptor bzw. auf ihren Bnflufl auf 
die durch TNF induzierte SignalQbertragung zu untersuchen. Derartlge Screenings (unter Verwendung von 
Proteinen/Fragmenten bzw. von entsprechend transfbrmierten hdheren eukaryotischen Zelien) schaffen die 
Voraussetzung fOr die Wentifizierung von Substanzen, die TNF substtoieren, seine Bindung an den 
Rezeptor hemmen bzw. solche, die den Mechanismus der durch TNF ausgeldsten SignalQbertragung 
blockieren Oder verstftrken kdnnen. 

Bne MSglichkert fQr das Auffinden von Agonisten und Antagonisten von TNF bzw. dem TNF-Rezeptor 
besteht In der Etablierung eines High Capacity Screening. Dabei wird eine geelgnete ZelHnie. vorzugswelse 
eine sotehe, die ketnen endogenen humanen TNF-Rezeptor exprimiert. mit einem Vektor transformiert, der 
die fOr einen funktioneilen TNF-Rezeptor kodierende, gegenQber der natQrfichen Sequenz gegebenenfalls 
modffizierte. DNA enthfilt Die Wirkung von Agonisten bzw. Antagonisten kann in einem derartigen 
Screening untersucht werden, indem die Antwort auf die Wechselwirkung der Substanz mit dem Rezeptor 
Qber einen geeigneten Reporter (verSnderte EnzymaktMtfit z.B. Protainkinase C. Oder Qenaktivierung. z.B. 
Mangan-Superoxiddismutase, NF-*B) verfolgt wird. 

Untersuchungen Qber Mechanismen und Dynamik der TNF/Rezeptor-Wechselwirkung, der SignalQber- 
tragung bzw. die diesbezQgliche Rolle der Rezeptordomfinen kdnnen z.B. auch durchgefQhrt werden, indem 
DNA-Abschnltte, kodierend fQr die extrazellulSre DomSne des TNF-Rezeptors (bzw. Telle davon) mit DNA- 
Abschnitten, kodierend fQr verschiedene Transmembrandomfinen undtoder verschiedene zytoplasmatische 
Domfinen kombiniert und In eukaryotischen Zelien zur Expression gebracht warden. Die dabei erhfiltlichen 
hybriden Expresskmsprodukte kdnnen geelgnet seln, aufgrund gegebenenfalls verfinderter Bgenschaften 
fOr (fie Signaitransduktion AufschluB Qber die diesbezQgliche Reievanz der verschiedenen Rezeptordomfi- 
nen zu geben, womit ein geziettes Screening erteichtert wird. 

Die VeffOgbarkeft der fQr den TNF-Rezeptor kodierenden cDNA bzw. Abschnitten davon steltt die 
Voraussetzung dar, zur genomischen DNA zu gelangen. Dazu wird unter stringenten Bedingungen eine 
DNA-BiWiothek gescreent und die erhaitenen Klone darauf untersucht, ob sie zusfitzlich zu den kodierenden 
Regionen die fQr die Qenexpression erfbrderlichen regulatorischen Sequenzelemente aufweisen (z.B. 
OberprOfung auf Promotorfunktion durch Fusion mit kodierenden Regionen geeigneter Reportergene). Der 
Erhalt der genomischen DNA-Seqixmz Wetet die Mdglichkeit. die im nicht fQr den TNF-Rezeptor kodieren- 
den Bereteh. insbeaondere in der 5 -flankierenden Region, gelegenen regulatorischen Sequenzen auf eine 
etwatge Wechselwirkung mit bekannten, die Qenexpression modulierenden Substanzen, z.B. Transkriptions- 
f aktoren, S tBrokte. zu untersuchen bzw. gegebenenfalls neue Substanzen, die mSglicherweise fQr die 
Expression cfieaes Qens speziflsche Wirkung haben. aufzufinden. Die Ergebnisse soteher Untersuchungen 
bietan die Qnmdlage fOr den gezieften Bnsatz derartiger Substanzen fQr die Modulation der TNF-Rezeptor- 
Cx P f BS * k)n **** damit rar direkte Beeinflussung der FShigkelt der Zelle zur Interaktion mit TNF. Damit 
kdrmen cfie spezifische Reaktion mit dem Uganden und die daraus resultierenden Wirkungen unterbunden 
werden. 

tm Rahmen der vortiegenden Erfindung sind auch DNAs mitumfaflt die fQr Subtypen des TNF- 
Rezeptors bzw. seiner KJsMchen Formen kodleren, welche gegebenenfalls unterschiedliche Bgenschaften 
gegenQber dem vortiegenden TNF-Rezeptor aufweisen.Dabei handelt es sich um Expressionsprodukte, die 
aufgrund von attemativem Splicing entstanden sind und gefinderte Strukturen In Tellbereichen aufweisen. 
z.B. Strukturen, die eine Verfinderung der AffinltSt und SpezifflBt fQr den Uganden (TNF-a/TNF-0) oder eine 
Verfinderung hinsichUlch Art und Effizienz der SignalQbertragung bewirken kdnnen. 

Mit Hilfe der fOr den TNF-Rezeptor kodierenden cDNA kdnnen Nukleins£uren erhalten werden, die mit 
der cDNA oder Abschnitten davon unter Bedingungen niedriger Stringenz hybridisieren und fQr ein 
Potypeptid mit der FShigkelt, TNF zu binden, kodleren oder die fQr ein solches Polypeptid kodierende 
Sequenz enthatten. 

Qegenstand der Erfindung 1st in einem weiteren Aspekt das rekombinante TNF-BP, vorzugswelse in 
sekretterbarer Form, das den ldsllchen Toil des erfindungsgemfiBen TNF-Rezeptors darstellt sowie die 
dafQr kodierende DNA. 
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Durch Bnbrlngen eines DNA-Konstruktes, enthaltend die fQr TNF-BP kodterende Sequenz mK einer fOr 
eln Signalpeptid kodtorenden Sequenz unter Kontrolle eines geeigneten Promoters In geeignete Wirtsorga- 
nismen, zweckmfiBigerweJse in eukaryotlsche, bevorzugt hdhere eukaryotlsche Zelton. kann TNF-BP 
produziert werden, das in den ZellQberstand sekretiert wird. 

s Im FaHe der Verwendung eines Signalpeptids im Hlnbllck auf die Sekretion des Proteins wird 
zweckmfiBlgerweise die fQr das Signalpeptid kodierende DNA vor das Codon fOr Asp-12 gefQgt um eln 
einheitHches Produkt zu erhalten. GrundsfitzUch 1st Jedes Signalpeptid geeignet das Im entsprechenden 
Wlrtsorganismus die Sekretion des reifen Proteins gewfihrteistet Qegebenenfalls kann die Signalsequenz 
auch vor das fQr Leu-1 kodierende Triptett gesetzt werden, wobei in diesem Fall erforderiich sein kann, die 

10 durch Abspaltung des aus 11 Aminosfiuren bestehenden Peptkls am N-Terminus entstehende Form von 
TNF-BP vom nicht Oder nicht vollstfindlg prozessierten TNF-BP in einem zusfitzBchen Relnigungsschrttt zu 
trennen. 

Da die cONA nach dem Codon fQr Asn-172, das aufgrund der C-terminaJen Analyse den C-Termlnus 
darstellt kein Stopcodon enthfilt wird zweckmfidlgerweise im Hinblfck auf die Expression von TNF-BP nach 

fs dem Codon fQr Asn 172 durch gerichtete Mutagenese ein Translationsstopcodon eingefQhrt 

Die fQr TNF-BP kodierende DNA kann durch Mutation, Transposition. Deletion, Addition Oder VerkQr- 
zung modffiziert werden, sofem derartig modifizlerte DNAs fQr (Poly)peptide mit der Ffihigkeit TNF zu 
binden, kodieren. Derartige Modlfikationen kfinnen z.B. darin bestehen, eine Oder mehrere der potentiellen, 
gegebenenfalls fUr die biologische Aktivitfit nicht erfordertichen Qlykosylierungsstellen zu verfindem. Indem 

20 z.B. das Asn-Codon durch ein fQr eine andere Aminosfiure kodierendes Triptett ersetzt wird. Unter 
BerQcksichtigung der Erhaltung der biotogischen Aktivitfit kdnnen auch Modlfikationen vorgenommen 
werden, die in einer Anderung der DisulfidbrUcken (z.B. Verringerung deren Anzahl) resultieren. 

Die angefQhrten DNA-MolekQIe stellen somit die Voraussetzung fQr die Konstruktlon rekombinanter 
DNA-MolekOle dar, die ebenfalls Qegenstand der Erfindung sind. Mit soichen rekombinanten DNA-MofekQ- 

25 len in Form von Expressionsvektoren, enthaltend die fQr ein Protein mit TNF-BP Aktivitfit kodierende, 
gegebenenfalls in geeigneter Weise modffizierte DNA. vorzugsweise mit einer vorgeschalteten Signalse- 
quenz, und die fQr die Expression des Proteins erfordertichen Kontrolisequenzen, kdnnen geeignete 
Wirtsorganismen tranafbrmiert, gezQchtet und das Protein gewormen werden. 

Ebenso wie etwalge Modlfikationen der DNA-Sequenz erfolgt die Auswahl von fQr die Expression 

ao geeigneten Wirtsorganismen insbesondere im HinWIck auf die biologische Wirkung des Proteins, TNF zu 
binden. DarQberhinaus gehen die be* der Herstellung rekombinanter Proteine Qblichen Krtterten wie 
Vertrfigllchkett mtt dem gewfihlten Vektor, Prozessierungsffihigkeit Isolierung des Proteins, Expressionscha- 
rakteristika. Sicherhefte- und Kostenaspekte in die Entscheidung Qber den Wlrtsorganismus eln. Die Wahl 
eines geeigneten Vektors ergibt sich aus dem fQr die Transformation vorgesehenen Wirt Grundsfitzllch sind 

35 alle Vektoren geeignet, die die erfindungsgemfiBen fQr TNF-BP kodierenden DNAs (bzw. Modlfikationen 
davon) repilzieren und exprimieren. 

Im HinbHck auf die biotogische Aktivitfit des Proteins 1st bei der Expression der fQr TNF-BP kodieren- 
den DNA vor allem der etwaigen Relevanz der beim natOrlichen Protein festgesteltten Kriterlen Glykosylie- 
rung und hoher Anteil an Cysteinresten fQr die Egenschaft TNF zu binden. Rechnung zu tragen. 

40 Zweckmiaig werden daher fQr die Expression Eukaryonten, insbesondere geeignete Expressionssysteme 
hOherer Eu ka ryonten, verwendet 

Im Rahman der vortiegenden Erfindung wurden sowohl transiente als auch permanente Expression von 
TNF-BP in eukaryottschen Zellen nachgewlesen. 

Das erfindungsgemfiBe rekombinante TNF-B ebenso wie geeignete Modlfikationen davon, die die 

45 Ffihigkeit aufweisen, TNF zu binden, kflnnen bei der prophylaktischen und therapeutischen Behandlung des 
menschiichen oder tierischen Kfirpers bei Indikationen eingesetzt werden, bei denen eine schfidigende 
Wirkung von TNF-a auftritt 

Da beim TNF-BP auch eine TNF-0 inhibierende Wirkung nachgewlesen wurde, kann es (bzw. die 
verwandten bzw. modffizierten Polypeptide) in geeigneter Dosierung, gegebenenfalls In im Hlnbllck auf eine 

50 gestefgerte Afflnitfit zu TNF-0 modifizierter Form, auch fQr die Inhibierung der Wirkung von TNF-0 im 
Organismus verwendet warden. 

Qegenstand der Erfindung sind daher welters pharmazeutische ZQbereftungen, enthaltend eine die 
biologische Wirkung von TNF-a und/oder TNF-l wirksam hemmende Menge von rekombinantem TNF-BP 
bzw. einem verwandten Polypeptid mit der Ffihigkeit TNF zu binden. 

55 Pharmazeutische ZQbereftungen kommen insbesondere fQr die parenterale Anwendung bei den erwfihn- 
ten Indikationen, bei denen eine schfidigende Wirkung von TNF auftritt in Betracht z.B. in Form von 
Lyophilisaten oder UJsungen. Dlese enthaiten TNF-BP oder ein therapeutlsch wirksames funktionelles 
Derfvat In therapeutlsch wirksamer Menge, gegebenenfalls zusammen mit physiologlsch vertrfiglichen 
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Zusatzstoffen. wie StaWlisatoren, Puffem, Konservierungsmitteln, etc. 

Die Dosierung h§ngt vor allem von der Jeweiligen Indikation und der spezifischen Verabreichungsform, 
z.B. ob sie lokal Oder systemisch erfolgt ab. Die Qr60e der BnzeWosen erfolgt gegebenenfalls an Hand der 
irxflviduellen Beurteilung des Krankheitsfalles unter Bnbeziehung von Faktoren wie Allgemeinzustand, 

5 Anamnese, After, Gewicht Geschiecht des Patfenten, etc. Wesentlich fQr die Bestimmung der therapeutisch 
wirksamen Dosia 1st die BerOcksichtigung der fQr die Erkrankung verantwortlichen Menge an ausgeschQtte- 
tem TNF sowie die Menge an endogenem TNF-BP. Grunds&tzlich kann davon ausgegangen werden, daB 
zur wirksamen Behandlung einer durch TNF ausgeldaten Erkrankung fQr die ausgeschQttete Menge TNF 
mindestens dieselbe moiare Menge an TNF-BP, gegebenfalls eine mehrfacher OberschuB erfordertich ist 

10 Im etnzelnen wurde die gestellte Aufgabe wie folgt gel5st 

Vom hochgereinigten TNF-BP wurden (fie N-termlnale Amlnosfiuresequenz sowie die Aminosfiurese- 
quenzen von durch tryptischen Verdau des Proteins erhattenen Peptiden bestimmt 

Welters wurde der C-Terminus durch Carboxy peptidase P Verdau, DerivatisJerung der abgespaitenen 
Aminoaiuren und chromatographische Auftrennung bestimmt 

is Aus den durch tryptischen Verdau erhaltenen Peptidsequenzen wurden im Hinbiick auf ihren Bnsatz in 
der PCR fUr die Herstellung von Oligonukieotiden Bereiche einerselts aus dem N-Terminus und anderer- 
seits aus einem tryptischen Peptid derart ausgewShlt. da£ die KomplexttSt von Mlschoiigonukleotiden fUr 
die Hybridisierung mit cDNA mSgiichst gering ist Auf Basis dieser beiden Bereiche wurde Je ein Satz 
Mischotigonukleotide hergestellt wobei der vom N-terminai geiegenen Bereich abgeieitete entsprechend 

20 der mRNA und der vom tryptischen Peptid abgeieitete re vers kompJement&r zur mRNA synthetisiert wurde. 
Urn das nachfblgende Klonieren eines mit PCR amptlflzierten Segments zu erleichtem, wurde der vom 
tryptischen Peptid abgeieitete Satz von OBgonukleotiden mit einer BamHI-Restriktionsstelle versehen. 
Darauf wurde X DNA aus der TNF-o induzierten Fibrosarkom cDNA-Bibifothek isoliert und daraus eine TNF- 
BP-Sequenz mitteis PCR ampllfiziert Das erhaKene Fragment wurde kioniert und sequenztert; es weist 156 

28 NukJeotide auf und enthfift zwischen den beiden von den Primer Oligonukieotiden stammenden Sequenzab- 
schnitten die fQr das tryptische Peptid 20 kodierende Sequenz. 

Dieses DNA-Fragment wurde nachfolgend radioaktiv marfdert und als Sonde zur Isolierung von cDNA- 
KJonen aus der Rbrosarkom-Bibliothek verwendet Es wurde dazu so verfahren, dafi zundchst Plaques mit 
der Sonde hybridisiert, Phagen von hybridisierenden Plaques vereinzeit und daraus X DNA gewonnen 

30 wurden. Einzelne cDNA-Klone wurden subkloniert und sequenziert zwei der charakterisierten Klone enthiel- 
ten die fQr TNF-BP kodierende Sequenz. 

Diese Sequenz stellt einen Teil der fQr einen TNF-Rezeptor kodierenden Sequenz dar. 
Nach VerkQrzen der 5 # -nicht kodierenden Region und BnfQhren eines Stop-Codons nach dem Codon 
fQr die C-terminale AmminosSure des natQrfichen TNF-BP wurde die cDNA in ein geeignetes Expressions- 

35 plasmid insertiert damtt eukaryotische Zellen transformiert und die Expression von TNF-BP mitteis ELISA 
nachgewiesen. 

Die noch ausstfindige 3 -Region des TNF-Rezeptors wurde erhatten, indem eine Rattenhlm cDNA- 
Bibliothek aus der Ratten Qiia Tumorzetiinle C8 mit einer TNF-BP Sonde durchsucht und die vollstSndige 
fQr den Ratten-TNF-Rezeptor kodierende cDNA isoliert wurde. 
40 Der 3'getegene Abschnitt dieser cDNA, von dem angenommen wurde, dafi er der fehlenden 3'-Region 
hinter der EcoRI Schnfttstelle des humanen TNF-Rezeptors entspricht wurde als Sonde zum nochmaiigen 
Durchsuchen der HS913T cDNA-Bibliothek verwendet Dabei wurde ein Kk>n erhalten, der die gesamte fQr 
den TNF-Rezeptor kodierende DNA entftftt 

Nach VerkQrzen der 5-ntcht kodierenden Region wurde die cDNA in ein Expressionsplasmid insertiert 
45 und die Expression von humanem TNF-Rezeptor in eukaryotischen Zellen Qber die Bindung von radioaktiv 
maridertem TNF nachgewiesen. 

Mitteis Northern Blot-Analyse wurde bestatigt dafi die isolierte cDNA nahezu der gesamten TNF-R 
mRNA entspricht (die geringfOgige Diskrepanz ergibt sich aus dem Fehlen eines Toils der s'-nichtkodieren- 
den Region). Daraus kann gefoigert werden, daB es sich beim exprimierten Protein urn den vollstfindigen 
so TNF-Rezeptor handelt 

Die Erfindung wird an Hand der folgenden Vorversuche und Beispiele illustriert 



Vorversuch 1 

55 

Herstellung von hochgereinigtem TNF-BP 
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a) Konzentratton des Hams 

200 I Dialyseham von Ur&miepatienten, aufbewahrt In Flaschen enthaltend EDTA (10 g/l), Tris (6 g/l). 
NaNs (1 g/l) und BenzamkJInhydrochlorid (1 g/l) sowie kOhl gelagert, wurden durch Ultrafiltration mittela 

5 einem hocMurchlfissigen Hfimokapillarfilter mlt einar asymmetrischen Hohlfasermembran (FH 88H, Gam- 
bro) auf 4,2 I mit einem ProteingehaK von 567 g konzentrlert Der konzentrlerte Ham wurde gegen 10m M/l 
Tris HCI, pH 8 diafy8iert WShrend dieses Vorgangs wurde, wie In den nachfolgenden Schrttten (auBer bei 
der Reverse Phase Chromatographie), 1mM/l Benzamidinhydrochkxid zugefOgt urn proteolytischem Verdau 
entgegenzuwirken. Aile nachfolgenden Relnigungsschrttte wurden, wenn nicht anders angegeben, bei 4 * C 

io durchgefOhrt 



b) lonenaustau8chchromatographle 

16 Dieser Schritt wurde durchgefUhrt, Indem DEAE-Sephacet-Sfiulen (2,5 x 40 cm) mlt Proben konzentrier- 
ten und dialysierten Hams, enthaltend Je ca. 75 g Protein, beschickt wurden. Eluiert wurde mlt 800 ml eines 
NaCI /10mM Tris/HCI pH-8-Qradienten, wobei die NaCI Konzentration 0 bis 0.4 M betrug. Die das TNF-BP 
enthaltenden Fraktionen von sieben Sfiuten mit einem GesamtproteingehaK von 114 g wurden bei -20 *C 
gelagert 

20 

c) Affinrtfitschromatographie 

Zur Herstellung der TNF-Sepharosesfiule wurde rTNF-cr (15 mg) in 0,1 M NaHCOa. 1 M NaCI. pH 9 
2S (Kopplungspuffer) an 1 ,5 g cyanogenbromidaktivierte Sepharose 4B (Pharmacia) gekoppelt Die Sepharose 
wurde In 1mM HCI gequollen und mit Kopplungspuffer gewaschen. Nach Zusatz von rTNF-a wurde die 
Suspension 2 Stunden lang bei Raumtemperatur rotteren gelassen. Der OberschuB an CNBr-Qruppen wurde 
durch eineinhatbstOndige Rotation mit 1M Ethanolamin, pH 8 blocklert Die TNF-Sepharose wurde einige 
Male abwechselnd in 1M NaCI, 0,1 M Natriumacetat pH 8 und 1 M NaCI, 0,1 M BorsSure pH 4 gewaschen 
30 und anschlleBend in phosphatgepufferter Kochsaizldsung mit 1mM Benzamidinhydrochlorid gelagert Die 
aus Schritt b) erhaltenen Fraktionen wurden auf sine Konzentration von 0,2 M NaCI, 10mM Tris/HCI, pH 8 
eingestellt Die TNF-Sepharose wurde in eine Sfiule gepackt und mit 0,2 M NaCI. 10mM Tris HCI, pH 8 
gewaschen und die TNF-BP enthaltenden Fraktionen, entsprechend ca 30 g Protein, bei einer DurchfluBra- 
te von 10 mi/h aufgetragen und ausgiebig mit 0,2 M NaCI, 10mM Tris HCI, pH 8 gewaschen, bis im Eluat 
as bei 280nm keine Absorption mehr nachweisbar war. AnschlleBend wurde TNF-BP mlt 0,2 M Glycirt/HCI, pH 
2,5 eluiert 

TNF-BP enthattende Fraktionen aus 4 Auftrennungen wurden vereinigt und nach Zusatz von Polyethyh 
englykol (MG 6000) - bis zu einer Endkonzentratfon von 10 mg/rnl • tyophilislert Die lyophlllsierte Probe 
wurde In destilliertem Wasser gelOst und gegen destilliertes Wasser dialysiert (Die dialysierte Probe (4 ml) 
40 wurde in tiefgefrorenem Zustand gelagert) 

Dieser Reinigunosschiitt brachte gegenQber dem vorangegangenen eine weitere Anrelcherung urn das 
ca. 9000 (ache. SDS-PAQE (durchgefOhrt, wie in Vorversuch 2 beschrleben) der TNF-BP enthaltenden 
Fraktionen zeigte die Elution von drei Hauptkomponenten mlt Molekulargewichten von 28 000, 30 000 und 
50 000. 

46 

d) Reverse Phase Chromatographic 

Bn aiiquoter Anteil (1 ml) der aus Schritt c) erhaltenen Fraktionen mit einem Zusatz von 0,1 % 
so TrtfluoressigsSure wurde auf eine ProRPC HR 5/10 Sdule (Pharmacia), die an ein FPLOSystem 
(Pharmacia) angeschlossen war, aufgetragen. Die Sflule wurde mlt 0,1 %lger TrtfluoressigsSure equilibriert 
und bei Raumtemperatur mit einem linearen 15 ml Qradienten von 10 Vol% bis 50 Vol% Acetonitril, 
enthaltend 0,1 % TrtfluoressigsSure, beschickt; die DurchfhiBrate betrug 0,3 ml/rnin. Fraktionen von 0,5 ml 
wurden gesammelt und die Absorption bei 280nm sowie die Aktivitat des TNF-o bindenden Proteins mit 
66 HiHe des Kompetitionsbindungstest, wie im Beispiel 1 angegeben,bestimmt wobei Jeweils 0,01 til Probe 
verwendet wurden. TNF-BP eluierte als ein einziger AktivitStspeak entsprechend einem scharfen UV- 
Absorptionspeak. 

Dieser letzte Reintgungsschritt brachte eine Zunahme der spezifischen AktivitSt urn das ca. 29 fache, die 
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Gesamtomahme an Aktivttfit geoenQber dem Ausgangsmaterial (konzentrlerter Dialysehivn) betrug das ca. 
1.1 x 10 s tache. 

SDS-PAGE der reduzierten und nicht reduzierten Probe, durchgefQhrt wie In Vorversuch 2 angegeben, 
ergab eJne diffuse Bande. die auf das Vorhandensein elnes elnzigen Potypeptids mlt einem Moiekularge- 

5 wicht von ca. 30 000 hinwies. Das diffuse ErscheinungsbikJ der Bande kann auf das Vorliegen einer oder 
mehrerer heterogener Qlykosylierungen und/oder eines zweiten, in geringer Menge vorhandenen Polypep- 
tide zurOckzufOhren setn. Die Annahme, dabei kdnnte es sich urn ein Polypeptid mrt dem in Vorversuch 3d 
ate Nebensequenz bestimmten N-Termlnus handeln, das gegenOber TNF-BP am N-Terminus verlfingert 1st, 
wurde durch die Sequenz der cDNA bestfltigt, wonach zwischen der Signalsequenz und Asn (Pos.12) ein 

ro Abschnitt von 11 Aminosfturen vorttegt dessen Sequenz mft der N-terminalen Nebensequenz Qbereln- 
stimmt und der offensichtllch vom prozessierten Protein abgespalten wird. 



Vorversuch 2 

75 

SDS-Polyaciylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

SDS-PAGE wurde nach der Method© von Laemmli (Laemmli, 1970) auf 18 cm langen. 18 cm breften 
20 und 1 .5 mm dicken Rachgelen mrt 10 Taschen mittels einer LKB 2001 Bektrophorese-Bnheit durchgefQhrt 
Der Proteingehalt der Proben aus den Reinigungsschritten c) und d) (Vorversuch 1) wurde mittels Bto-Rad 
Protein Assay bestimmt bzw. aus der Absorption bei 280 nm berechnet wobei einer Absorption von 1,0 ein 
Qehalt von 1 mg TNF-BP/ml zugeordnet wurde. 

Die Proben, enthaltend ca. 25 ug Protein (aus Vorversuch 1c) bzw. ca. 5 ug (aus 1d) in reduzierter (0- 
25 Mercaptoethanol) und nicht reduzierter Form wurden auf ein 3%{ges Sammelgel und ein 5 bis 20%iges 
lineares Polyacrylamidgradientengei aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 25mA/Qel ohne KOhlung 
gefahren. Afs Motekulargewichtsmarker (Pharmacia) wurden Phosphorylase B (MG 94 000), Rinderserumal- 
bumin (MG 87 000). Ovalbumin (MG 43 000). Karboanhydrase (MG 30 000). Spjabohnen-Trypsininhibitor 
(MG 20 100) und a-Laktalbumin (MG 14 400) verwendet Die Gele wurden mlt Coomasste Blue in 7%iger 
so Essigs&ure/4o%igem Ethanol gefSrtrt und in 7%iger EssigsMura/25%igem Ethanol entfMrbt 

Das Ergebnis der SDS-PAGE zeigte TNF-BP als Polypeptidkette mlt einem Molekulargewicht von ca 
30.000. 



35 Vorversuch 3 



a) Probenvorbereitung 

40 15 ug des nach Vorversuch 1d) gereinigten Proteins wurden Ober Reverse Phase HPLC entsalzt und 
wetter gereinigt Dazu wurden eine Bakerbond WP C18 Sfiule (Baker 4,8 x 250 mm) und 0,1 %ige 
Trtfluoressfcsfiure in Wasser (Buens A) bzw. In Acetonltril (Buens B) als mobile Phase verwendet Die 
Gradtontonsteigerung betrug 20 bis 88 % Buens B in 24 mln. Die Detektion erfolgte parallel bei 214 nm 
und bei 280 nm. Die TNF-BP enthaHende Fraktion wurde gesammett, getrocknet und in 75 ul 70 %lger 

46 Amebenafiure geftst und direkt fOr die Aminos&uresequenzanalyse verwendet 



b) AminosSuresequenzanalyse 

so Die automatische AminosSuresequenzanalyse wurde mlt einem Applied Biosystems 477 A HOssigpha- 
sensequenator durch On-line Bestimmung der freigesetzten PhenyRhiohydantoin-Derivate mittels Applied 
Biosystems Analysator, Model! 120 A PTH, durchgefQhrt 
Sie ergab die folgende N-termlnale Sequenz als Hauptsequenz 
(ca. 80 % der Proteinmenge): Asp-Ser-Val-Xaa-Pro-Glrv^iy-Lys-Tyr-lle-His-Pro-GIn-. 

55 Daneben war folgende Nebensequenz nachzuweisen: Leu-(ValHPro)-(Hls)-Leu-Gly-Xaa-Arg-Glu-. (Die In 
Klammer stehenden AminosSuren konnten nicht eindeutig identifizlert warden.) 
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Vorversuch 4 



SDS-PAGE 

5 

Die Probenvofbereitung wurde wie im Vorversuch 3 durchgefOhrt mtt dem Unterschied, daB die 
Probenmenge 10 ug betrug. Die Probe wurde In 50 ul Wasser aufgenommen und in 4 Portk>nen geteirt 
Bner der vier aliquoten Telle wurde zur Reinheitsbestimmung mfttels SDS-PAQE nach der Methode von 
LaemmB (24) mtt DTT (Dtthtothrettot) reduzlert und auf MInlgelen (HOfer, 55x80x0.75 mm. 15 %) getrenrrt; 
10 als Molekulargewichtsmarker wurde der im Vorversuch 8 angegebene verwendet Die Ffirbung erfolgte nach 
der Methode von Oakley (Oakley . et al.. 1886). Das Elektropherogramm 1st in Fig. 9 dargestellt. Es zeigt 
elne einzige Bande bei einem Molekulargewicht von ca. 30 000. 



is Beispiel 1 



a) Tryptic Peptide Mapping 

20 Etwa 80 ug des nach Vorversuch 1d) gereinigten Proteins wurden Uber Reverse Phase HPLC errtsalzt 
und damit wetter gereinigt. Dazu wurden etne Bakerbond WP C18 Sfiule (Baker; 4,6 x 250 mm) und 
0,1%ige Trffluoressigsfiure in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonttril (Eluens B) als mobile Phase verwendet. 
Die Qradientensteigerung betrug 20 bis 68% Eluens B in 24 min. Die Detektion erfolgte parallel bei 214 nm 
und bei 280 nm. Die TNF-BP enthattende Fraktion (Retentionszeit etwa 13,0 min) wurde gesammett. 

25 getrocknet und in 60 ul 1%igem Ammoniumbicarbonat gelBst 

Dieser Ldsung wurden 1% w/w, entsprechend 0,6 ug Trypsin (Boehrlnger Mannheim) zugesetzt und die 
Reaktlonsmischung 6 Stunden bei 37* C inkubiert. Danach wurden nochmals 1% w/w Trypsin zugesetzt und 
die inkubation Qber Nacht fortgesetzt 

Zur Reduktion der DisuWdbrOcken wurde der Reaktlonsansatz anschliefiend mtt 60 ul 6 M Hamstoff 

90 und mtt 12 ul 0,5 M Dithiothrettol versetzt und 2 Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen. 

Die Auftrennung der entstandenen tryptlschen Spattpeptide erfolgte Qber Reverse Phase HPLC, wobei 
eine Delta Pak 016 Sfiule (Waters. 3.9 x 150 mm. 5 urn Teilchendurchmesser, 100 k Porendurchmesser) 
bei 30* C und 0,1%ige Trffluoressigsfiure in Wasser (Eluens A) bzw. in Acetonttril (Eluens B) als mobile 
Phase verwendet wurden. Die Qradientensteigerung betrug 0 bis 55% Eluens B in 55 min, danach wurde 

35 55% B fDr 15 min beibehatten. Die Ruflrate betrug 1 mlAnin, die Detektion erfolgte parallel bei 214 nm (0,5 
AUFS) und bei 280 nm (0,05 AUFS). 



b) Sequenzanatyse von tryptlschen Peptlden 

40 

Brrige der nach a) gewonnenen tryptlschen Spattpeptide von TNF-BP wurden der automatischen 
Aminoeiureseguenzanatyse unterworfen. Dazu wurden die entsprechenden Fraktionen aus der Reverse 
Phase HPLC gesammett, getrocknet und in 75 ul 70%iger Ameisensfiure gel5st Diese Ldsungen wurden 
dlrekt fQr dte Sequenzierung In einem Applied Biosystems 477 A Pulsed Uquid Phase Sequenator 
45 eingesetzt Tab.1 enthfilt die Ergebnisse der Sequenzanatyse der tryptlschen Peptide, wobei die in 
Klammem angefOhrten Amlnosfiuren nicht mtt SicherheK nachgewlesen werden konnten. Die Angabe "Xaa" 
bedeutet dafi an dieser Stelle die Aminosfiure ntcht Identlfiziert werden konnte. 

In der Fraktion 8 konnte die Aminos&ure in Position 6 nicht identlfiziert werden. Die Sequenz -Xaa-Asn-Ser- 
fOr die Position 8-8 Ifiat vermuten, daB die Amlnosfiure 6 in glykosylierter Form vorliegt 

so In der Fraktion 17 konnte die AminosSure in Position 6 ebenfalls nicht identifiziert werden. Die Sequenz 
-Xaa-Aan-Ser- (bereits in Fraktion 8 auftretend) fOr die Positionen 6 bis 8 IfiBt vermuten, daB die 
Amlnosfiure 6 in glykosylierter Form vorliegt Die ersten 13 AminosSuren der Fraktion 17 sind weitgehend 
identisch mtt der Fraktion 8; bei Fraktion 17 dOrfte es sich somtt urn ein Peptld handeln, das durch 
unvoilstfindige tryptische Spaitung entstanden 1st 

55 Auffallend 1st die Identitfit der Fraktion 21 mtt den Positionen 7 bis 14 der Fraktion 27. Sowohl In 
Fraktion 21 als auch in Fraktion 27 bricht die Sequenz nach der Aminos&ure Asparagin (Position 8 bzw. 14) 
pfttzlich ab, obwohl hier keine tryptische Spaitung zu erwarten 1st Dies 1st ein Hinweis darauf, daB die 
Amlnosfiure Asparagin (Position 8 in Fraktion 21 bzw. Position 14 in Fraktion 27) die C-tenminale 
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Aminosfiure von TNF-BP sein kSnnte. 

Auffallend 1st die weitgehende ktentltfit der Sequenz der nur In geringer Menge auftretenden Fraktion 
12 mrt der in Vorversuch 10 bestimmten Nebensequenz des N-Terminus. DaB die Proteine der Haupt- und 
Nebensequanz auf einer analytischen Reverse Phase HPLC-Sfiule (Vorversuch 3b) nlcht trennbar waren, 
Keferte einen Htmveis dafOr, dafi es sich bet dem Protein mrt der Nebensequenz um eine am N-Terminus 
vertingerte Form des TNF-BP handelt, die durch Prozessierung zum Groateil in das Protein mit der 
Hauptsequenz QberfQhrt wird. 

Fraktion Aminos&uresequenz 



Asp 



Ser 



Val 



Cys - Pro 



Gin 



Gly - Lys 



2 



Xaa 



Xaa 



Leu 



Ser -(Cys) 



Ser - 



Lys 



Asp 



Thr 



Val 



(Cys)- Gly 



(Cys) 



Arg 
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4 Glu - Asn - Glu - (Cys)- Val - Ser - (Cys) - 
Ser - Asn -(Cys) — Lys 

5 

5 Glu - Asn - Glu -(Cys)- Val - Ser - (Cys)- 
(Ser)- Asn - (Cys)- Lys - (Lys) 

10 8 Tyr - He - His - Pro - Gin - Xaa - Asn - Ser 

- He - Xaa - Xaa - Xaa - Lys 

T5 11 Glu - Cys - Glu - Ser - Gly - Ser - Phe - Thr 

- Ala - Ser - Glu - Asn -(Asn) - (Lys) 

^ 12 Leu - Val - Pro - His - Leu - Gly - Asp - Arg 

13 Lys - Glu - Met - Gly - Gin - Val - Glu - He 

- Ser - Ser - (Cys)- Thr - Val - Asp - (Arg) 

26 

14/1 Gly - Thr - Tyr - Leu - Tyr - Asn - Asp - Cys 

- Pro - Gly - Pro - Gly - Gin - 

30 

14/11 (Glu) - Met - Gly - Gin - Val -(Glu)- (He) - 
(Ser)- Xaa - Xaa - Xaa - (Val) -(Asp)- 

36 

15 Lys - Glu - Met - Gly - Gin - Val - Glu - He 

- Ser - Ser - (Cys) - Thr - Val - Asp - Arg - 
Asp - Thr - Val - (Cys) - Gly - 

40 

17 Tyr - He - His - Pro - Gin - Xaa - Asn - Ser 

- He - (Cys) - (Cys)- Thr - Lys - (Cys) - His 
46 - Lys - Gly - Xaa - Tyr - 

20 Gly - Thr - Tyr - Leu - Tyr - Asn - Asp - Cys 

so - Pro - Gly - Pro - Gly - Gin - Asp - Thr - 

Xaa - Xaa - Arg 



56 
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21- Leu - (Cys) - Leu - Pro - Gin - He - Glu - 

Asn 

26 Gin - Asn - Thr - Val -(Cys)- Thr - Xaa - 
(His)- Ala - Gly - Phe - (Phe) - Leu - (Arg) 

27 Ser - Leu - Glu - (Cys) - Thr - Lys - Leu - 
(Cys)- Leu - Pro - Gin - He - Glu - Asn 

Tahalle l* Aminos&uresequenzen der analyslerten 
tryptlschen Peptide von TNF-BP 



Beisptel 2 



Analyse des C-Terminus 

Diese Analyse wurde nach dem Prlnzip der in (Hsieng et al.. 1988) beschriebenen Methode durchge- 
fQhrt 

Etwa 80 jig des nach Vorversuch 2d) gereinigten Proteins wurden Qber Reverse Phase HPLC entsalzt 
und damit wetter gereinigt. Dazu wurden eine Bakert>ond WP C18 Sfiule (Baker; 4,6 x 250 mm) und 
0.1%ige TrffluoressigsSure in Wasser (Buens A) bzw. In Acetonttrii (Buens B) als mobile Phase verwendet 
Die Gracfientensteigerung betrug 20 bis 88% Buens B in 24 min. Die Detektfon erfolgte parallel bei 214 nm 
und bei 280 run. Die TNF-BP enthattende Fraktion (Retentionszeit etwa 13,0 min) wurde gesammett, 
getrocknet und in 120 ul 10 mM Natriumacetat (auf pH 4 gesteitt mit 1 N HCI) geWst 

Dieser L6sung wurden 6 ul Brfj 35 (10 mgtol in Wasser) sowie 1,5 ul Carboxy peptidase P (0,1 mg/ml 
in Wasser, Boehringer Mannheim, Nr. 810142) zugesetzL Das entsprteht einem Gewichtsverhfiltnis Enzym 
zu Protein von 1 zu 400 (Frohman et al., 1988). 

Sofbrt nach Zusatz des Enzyms wurde eine Probe von 20 ul der Reaktionsmlschung entnommen und 
darin die enzymatische Reaktion durch AnsSuem mit 2 ul konzentrierter TriftuoressigsSure und durch 
Gefrieren bei - 20*C unterbrochen. 

Die Reaktionsmischung wurde im KOhlschrank (ca. 8* C) stehengelassen und Proben zu je 20 ul nach 
10, 20, 80 und 120 Mtnufesn entnommen. Der Rest der Reaktionsmischung wurde wettere 120 Mlnuten bei 
Raumtomperatur beiassen. Alle Proben wurden sofort nach der Entnahme durch Zusatz von 2 ul konzen- 
trierter Trffiuoressigsfiure angesSuert und bei -20* C eingefroren, wodurch die enzymatische Reaktion 
unterbrochen wurde. 

Parallel zum beschriebenen Probenansatz mit etwa 60 ug TNF-BP wurde unter Identischen Bedingun- 
gen ein Reagentienblindwert angesetzt dem kern Protein zugesetzt worden war. 

Nach der letzten Probennahme wurden alle Proben 30 Mlnuten lang In einem Speed Vac Concentrator 
getrocknet mit 10 ul einer LOsung aus 2 Teilen Athanol, 2 Teiien Wasser und 1 Teil TriSthylamin ( = 
"Redrying solution" des Picotag-Aminosfiureanalysesystems der Fa Waters) versetzt und nochmals kurz 
getrocknet Danach wurden die Proben zur Derivatislerung der vom C-Terminus abgespalteten Aminosfiuren 
mit je 20 ul des "Derivatisation Reagens" (7:1:1:1 - Xthanol : Wasser : Trifithylamin : Phenylisothlocyanat 
Picotag-System) versetzt 20 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann 1 Stunde in einem 
Speed Vac Concentrator getrocknet 

Zur Analyse der dertvatisierten AmlnosSuren wurden die Proben In 100 ul "Sample Diluent" (Picotag- 
System der Fa.Waters) geldst Von diesen Ldsung wurden je 50 ul mit Reverse Phase HPLC (Sfiule. 
mobile Phase und Gradient nach Originalvorschrfft des Picotag-Systems der Fa.Waters) analysiert Die 
Chromatogramme der Proben und Reagentienblindwerte wurden mit dem Chromatogramm eines analog 
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dertvatialerten Gemlsches (100 pMol/Aminosfiure) von StandardaminosSuren (Fa.Beckman) verglichen. 

Wle aus den quantftatfven Ergebnissen der Ptaotag-AmlnosSureanalyse (Tabelie 2) erslchtHch 1st 1st 
Asparagln mit hoher Wahrscheinlichkeit die Oterminale Aminos&ure von TNF-BP. Neben Asparagin 
konnten nach 240 Minuten Reaktionszett auch GlutamlnsMure und In geringerer Menge laoleucln nachgewie- 
sen werdan. Signffikant Ober dem Reagentienblindwert liegende Mengen von anderen Amlnosfiuren konnten 
auch nach 240 Minuten Reaktionszeit nicht gefunden werden. Dieses Ergebnis (Hle-Glu-Asn aJs C- 
Terminus) bestfitigt die aus der N-terminalen Sequenzierung der tryptiscben Peptide 21 und 27 abgeleitete 
Vermutung, dafl die bei diesen Peptkten C-terminal Identfflzlerten Amlnosfiuren - lle-Glue-Asn (Beispiel 1b) 
den C-Terminus von TNF-BP darsteilen. 

Tabelie 2: 



Reaktionszett 




Irttegratorelnherten fOr 








die Aminos&uren 




lsoleucin 


Glutamtnsflure 


Aspargin 


0 
10 








20 






83.304 


60 






168.250 


120 






319.470 


240 


85.537 


152.350 


416.570 


Quantitative Auswertung der Picotag-Aminosfiureanaryse 


nach Reaktion von Carboxypeptidase P mit TNF-BP 



Methoden zu den Belspielen 3 bis 7: 

In den nachfolgenden Beispteten wurden, sofem nicht ausdrOcklich anders angegeben, molekularblolo- 
gische Standardmethoden verwendet, die einschlfiglgen HandbOchem entnommen werden kdnnen bzw. 
den von den Herstellem empfohlenen Bedingungen entsprechen. Urn die Beschreibung der nachfolgenden 
Beispiele zu vereinfachen, werden oft wiederkehrende Methoden bzw. Bezeichnungen kurz beschrieben: 

•Schneiden" oder "Verdauen" von DMA bezieht sich auf cfie kataiytische Spaltung der DNA mtttels 
Restrlktionsendonukleasen (Restrlktionsenzymen) an fUr dlese spezffischen Steiien (Restrlktionsstellen). 
Restriktionsendonukleasen sind kfiufflch erhfiltlich und werden unter den von den Herstellem empfohlenen 
Bedingungen (Puffer. Rindersemmalbumin (BSA) als Trfigerprotein, Dithiothreit (DTT) als Oxidationsschutz) 
eingesetzt Restrtkttoneendonukleasen werden mit einem Qrofibuchstaben, meist gefbigt von Kleinbuchsta- 
ben und normaJerwetee einer rSmischen Ztffer. bezeichnet Die Buchstaben hfingen von dem Mlkroorganis- 
mus ab, aua dem (fie betreffende Restriktionsendonuklease isofiert wurde (z.B.: Sma I: Serrate marces- 
cens). Obicharweise wlrd etwa 1 ug DNA mrt einer oder mehreren Bnhetten des Enzyms in etwa 20 ul 
Pufforttsung geschnitten. Normalerweise wird eine Inkubationsdauer von 1 Stunde bei 37* C verwendet 
karm aber taut den Verwendungsvorschriften des Hersteliera variiert werden. Nach dem Schneiden wird 
manchmal die 5'Phosphatgruppe durch Inkubation mit alkalischer Phosphatase aus Kalbsdarm (CIP) 
entfemt Dies dient zur Verhinderung einer ungewQnschten Reaktion der spezffischen Stelte in einer 
nachfolgenden Ugasereaktion (z.B. Zirkularisierung eines lineartsierten Plasmids ohne Insertierung eines 
zweiten DNArFragmentes). Wenn nicht anders angegeben, werden DNA-Fragmerrte nach dem Schneiden 
mit Restriktionsendonukleasen normalerweise nicht dephosphoryliert Reaktionsbedingungen fOr die Inkuba- 
tion mrt alkalischer Phosphatase sind z.B. dem M13 Cloning und Sequencing Handbuch (Cloning and 
Sequencing Handbook, Fa Amersham, Pi/1 20/83/1 2) zu entnehmen.Nach der Inkubation wird Protein durch 
Extraktion mit Phenol und Chloroform entfemt und die DNA aus der wfiflrigen Phase durch Zusatz von 
Athanol prfiziprtiert 

"IsoMerung" eines bestimmten DNA Fragments bedeutet die Auftrennung der durch den Restriktionsver- 
dau erhaltBnen DNA-Fragmente, z.B. auf einem 1% Agarosegel. Nach der Elektrophorese und dem 
Sichtbarmachen der DNA Im UV-Ucht durch Anf&rben mit Xthidiumbromid (EtBr) wird das gewOnschte 
Fragment anhand mitaufgetragener Molekulargewichtsmarker lokalisiert und durch wettere Elektrophorese 
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an DE 81 Papier (Schleicher und SchOII) gebunden. Die DNA wird durch SpOlen mtt NledrigsaJzpuffer (200 
mM Nad. 20 mM Trie pH»7,5, 1 mM EDTA) gewaschen und anschtiefiend mtt einem Hochsalzpuffer (1 M 
NaCI, 20 mM Trie pH «7,5, 1 mM EDTA) eiuiert Die DNA wird durch Zusatz von Athanol prSziprtiert 

"Transformation" bedeutet das Bnbringen von DNA in einen Organismus, so dad die DNA dort 
reptizierbar 1st entweder extrachromosomal oder chromosomal Integriert Transformation von E.coli folgt der 
im M13 Cloning and Sequencing Handbuch (Cloning and Sequencing Handbook, Fa- Amersham. 
PI/129/83/12) angegebenen Methode. 

"Sequenzieren- einer DNA bedeutet die Bestimmung der NukieotkJsequenz. Dazu wird zunfichst die zu 
sequeralerende DNA mlt verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten, und die Fragmente warden in 
entsprechend geschnittene M13 mp8, mp9, mp18 oder mp19 Doppelstrang DNA eingebracht oder es 
werden (fie DNA mittels Uttraschail fragmentiert. die Enden reparlert und die grtBenselektionierten Frag- 
mente in Sma I geschnittene, dephosphoryiierte M13 mp8 DNA eingebracht (Shotgun Methode). Nach der 
Transformation von Ecofi JM 101 wird Bnzeistrang DNA aus rekombinanten M13 Phagen entsprechend 
dem M13 Cloning and Sequencing manual (Cloning and Sequencing Handbook. Fa Amersham. 
PI/129/83/12) Isoliert und nach der DWesoxymethode (Sanger et aJ.. 1977) sequerudert Als Alternative zur 
Verwendung des Klenowfragment der E.coH DNA Polymerase I bietet sich dabei die T7-DNA Polymerase 
an ("Sequenase, Fa. United States Biochemical Corporation). Die Sequenzreaktionen werden entsprechend 
dem Handbuch "Sequenase: Step-by-Step Protocols for DNA Sequencing With Sequenase" (Version 2.0) 
durchgefOhrt 

Bne weitere Sequenziermethode besteht im Klonieren der zu sequenzierenden DNA in einen Vektor, 
der unter anderem einen RepUkattonsursprung eirtes DNA-Bnzelstrangphagen (M13, fl) tragt (z.B. Bluescrl- 
be oder Bluescript M13 von Stratagene). Nach Transformation von E.co« JM101 mit dem rekombinanten 
MoiekQI kflnnen die Transformanten mrt einem Helferphagen, zB. M13K07 oder R408 von Promega) infizlert 
werden. Als Resultat erhfilt man sine Mlschung aus Helferphagen und verpacktem. einzelstrfingigem 
rekombinanten Vektor. Die Aufarbeitung der Sequenziervorlage (Template) erfolgt in Analogie zu der M13 
Methode. DoppeJstrSngige PiasmW-DNA wurde entsprechend dem oben angefOhrten Sequenzierhandbuch 
durch AlkaJibehandlung denaturiert und direkt sequenziert 

Die Auswertung der Sequenzen erfoigte mfttels der ursprQnglich von R. Staden (Staden et al., 1982) 
entwicketten und von Ch. Pieler (Pieler, 1987) modifizierten Computerprogramme. 

"Ugieren" bezieht sich auf den Prozefl der BiWung von Phosphodiesterbindungen zwischen zwei Enden 
von Doppelstrang-DNA Fragmertten. Obticrterweise werden zwischen 0,02 und 02 ug DNA-Fragmente in 10 
Ul mit etwa 5 units T4-ONA Ugase ("Ugase") in einer geeigneten PufferlSsung ligiert (Maniatis et aJ.. 1982). 
"Priparation" von DNA aus Transformanten bedeutet die Isolierung der Plasmid DNA aus Bakterlen mittels 
der aOcalischen SDS Methode. modlfizlert nach Bimboim und Doly. unter Weglassen des Lysozyms. Dabei 
werden die Bakterlen aus 1,5 bis 50 ml Kuttur verwendet 

"OBgonuWeotlde" sind kurze Polydesoxynukleotlde, die chemisch synthetisiert werden. Dazu wurde der 
Applied Biosystems Synthesizer Modell 381A verwendet Die dlgonukleotide werden entsprechend dem 
Modeil 381A User Manual (Applied Biosystems) aufgearbeitet Sequenzprimer werden ohne weitere Relni- 
gung direkt eingesetzL Andere Ongonukleotide werden bis zu einer KettenlMnge von 70 durch die "OPC"- 
Methode geretnigt (OPC « Oligonudeotid purification column, Applied Biosystems, Product Bulletin, 
January 1988). Lingers Otigonukleottde werden durch Polyaoylamidgelelectrophorese (8% Acrylamid, 
0,15% BJaacryiamJd, 6 M Hamstoff, TBE-Puffer) gereinigt und nach der Eiution aus dem Qel Ober eine Q-25 
SepharoeesSuie entsaizt 



BeisptoO 



Herstellung von TNF-BP-spezifischen Hybridisierungssonden 

Die Auswahi der Ongonukleotide wurde im Hlnblick auf deren Verwendung zur Amplifizierung von cDNA 
mittels PCR getroffen: 

a) Aus der N-terminaJen AminosSuresequenz des TNF-Bindungsproteins (Hauptsequenz, erhalten aus 
Vorversuch 3 und Beispiei 1, Fraktion 1) 
Asp-Ser-Val-Cys-Pro^ln^ly-Ly^ 

wurde ein HeptapeptkJ-Bereich ausgewShlt, der die niedrigste Komptexitat eines gemlschten Oligonukleo- 
tids zum Hybridisieren an cDNA zulSBt Es sind dies die Aminosluren 8 bis 12. Urn die Komplexitfit des 
Mlschottgonukleotkls herabzusetzen, wurden vier Mischoligonukleotide mit einer KomplexttSt von Jewells 48 
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hergesteHt Die CHigonukleotide wurden In Rlchtung der mRNA hergestelK, sie sind somit zum 3Ende der 
Sequenz orientiert und Wentlsch mrt dem nichtkodierenden Strang des TNF-BP-Gens: 

Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro 

5 f CAA GGT AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/1 EBI-1639 
6 G C C C 

A 

5'CAA GGC AAA TAT ATT CAT CC 
G G C C C 

A 

5'CAA GGA AAA TAT ATT CAT CC 
G G C C C 

A 

5'CAA GGG AAA TAT ATT CAT CC 3'TNF-BP #3/4 EBI-1642 
G G C C C 

A 

b) Aus der Aminosluresequenz eines tryptlschen Peptides (Fraktion 11 des tryptischen Verdaus) der 
Amlnosfiureaequenz 

Glu^y8-G!u-Ser-Gly-Ser-Phe-Thr-Aia-Ser-(Glu/Cy8>-Asn-Asn-Ly8 (vgl. Beispiel 1) 

wurde ein Peptid-Bereich ausgewfihlt und etn weiterer Satz von Mlscholigonukleotiden synthetisiert 



3'TNF-BP #3/2 EBI-1640 



3 f TNF-BP #3/3 EBI-1641 
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-Phe-Thr-Ala-Ser-Glu-Asn-Asn-Lys 

Cys 

TNF-BP #4/5 (EBI-1653): 
6 3 'AAA TGA CGG AGA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5* 

G G T T T 
T 

70 

TNF-BP #4/6 (EBI-1654): 

3' AAA TGA CGG TCA CTC TTG TTG TT CCTAGGG 5 1 
1S G G T G T 

T 

TNF-BP #4/7 (EBI-1657): 
20 3 1 AAA TGA CGG AGA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5' 

G G T T G 
T 

25 

TNF-BP #4/8 (EBI-1658): 

3 'AAA TGA CGG TCA ACA TTG TTG TT CCTAGGG 5' 
30 G G T G G 

T 

Die Ottgonukleotide wurden kompiementflr zur mRNA synthotisiert und sind somit zum 5Ende der 
35 Sequenz orientiert Um das amplffizJerte DNA-Fragment im AnschluB an die PGR effizient klonieren zu 
kdnnen, wurde auch ein BamHKJnker am 5Ende der Ollgonuideotlde vorgesehen. Warden z.B. die 
Ongonuktootide TNF-BP #4/5-8 gemeinsam mlt TNF-BP #3/1-4 fur die PCR an der gesamten X-DNA einer 
Bibliothek eingesetzt kann ein etwa resultierendes DNA Fragment mrt BamHI nachgeschnltten warden. Die 
Partner-Oligonukleotide ergeben ein gerades Ende am STerminus, das Fragment kann somlt in die Srnah 
40 BamHkSteiten eines geeigneten Vektoro kioniert werden. 

Jedes MischoMgonukleotid TNF-BP #4/5 bis 8 1st eine Mischung aus 48 ElnzelnuWeotiden und 
berticfcsichtfgt einige Codons nicht und zwar 
Thr ACQ 

Ala GCG und OCT 
45 SerTCGundTCC 
Asn AAT 

Bel OCT wird die MOglichkeit In Betracht gezogen, da* das zu GCC (Ala) komplementdre Triplett CGG 
durch Ausbildung einer G-T BrQcke wirksam sein kann, bei TCG (Ser) und AAT (Asn) gilt dasselbe 
bezOglich AGT bzw. TTG. 

so ACQ, GCG und TCG sind SuBerst seltene Codons (CG-Regel) und wurden deshalb nicht berOcksichtigt. 



Beispiel4 

56 

Ampttfizierung einer fQr TNF-BP kodierenden Teilsequenz aus einer cDNA-Bibliothek. 
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a) Isotterung von X-DNA einer cDNA Biblfothek 

Die Herstellung der cDNA Bibiiothek erfolgte nach der in dor EP-A1-0293 587 fOr die humane 
plazentale cDNA Bibiiothek beschriebenen Methode mlt dem Unterschied, dafl als Ausgangsmaterial 10 s 
5 Fibrosarkomzellen der Zeliinte HS 813 T, die unter Stimulierung mit humanem TNF-o (10 ng/ml) hochge- 
zOchtet warden waren. verwendet wurden. Statl X gft10 wurde X gt11 verwendet (cDNA Synthese: Amers- 
ham RPN 1256; EcoRI verdaute X gt11 Arme: Promega Biotech; in vitro Verpacken der ligferten DNA: 
Qigapack Plus. Stratagene). 

5 ml des PhagenOberstandes der amplffizierten cDNA Bibiiothek der humanen Rbrosarkom Zellinie 
to HS913T in X gt11 wurden mit 0.5 ug RNase A und 0.5 ug DNase I versetzt und eine Stunde bei 37* C 
inkubiert Die Miachung wurde 10 min bei 5000xg zentrffuglert, der Oberstand durch Extraktion mit Phenol 
und Chloroform von Protein befreit und die DNA aua der wMssrigen Phase durch Zusatz von Ethanol 
pifczipitiert Die X-DNA wurde In TE-Puffer (10 mM Tris pH »7,5; 1 mM EDTA) geiast 

75 

b) PCR Amplifizierung einer TNF-BP Sequenz aus einer cDNA Bibiiothek 

FOr die Anwendung der PCR (Saiki et al.. 1988) auf DNA der HS913T cDNA Bibiiothek wurden 16 
Bnzelreaktionen durchgefUhrt, in welchen jeweils eines der 4 Mischoligonukleotide EB 1-1 639, EBM640. 
20 EBM641, EBM642 als erster Primer und eines der vier Mischoligonukieotide EBM653, EBM654, EBI- 
1657, EBI-1658 als zweiter Primer eingesetzt wurde. Jedes dieser Mischoligonukleotide enthfilt 48 verschie- 
dene OligonuWeotide gleicher Lfinge. 

Die Amplifizierung mfttels PCR fend in 50 ul Reaktionsvolumen. enthaltend 250 ng X-DNA der cDNA- 
Bibliothek, 50 mM KCI. 10 mM Tris pH»8.3. 1.5 mM MgCfe, 0.01% Gelatine. 0.2 mM Jedes der 4 desoxy- 

25 Nukteoskttriphosphate (dATP. dQTP, dCTP, dTTP), je 200 pMoi erster und zweiter Primer. 1,25 Bnheiten 
Taq Polymerase [Peridn-Bmer Cetus] statt. Urn ein Verdunsten zu verhindem. wurde die LQsung mlt 
einigen Tropfen Mineral6l (0.1 ml) Qberschichtet Die PCR wurde in einem DNA Thermal Cycler (Perkin 
Elmer Cetus) folgendermaflen durchgefOhrt Die Proben wurden 5 Mlnuten auf 94* C erhitzt urn die DNA zu 
denaturieren. und anschlieBend 40 Ampfifikationszyklen unterworfen. Bn Zyklus bestand aus 40 Sekunden 

30 Inkubation bei 94* C. 2 Minuten Inkubation bet 55* C und 3 Mlnuten Inkubation bei 72* C. Am Ende des 
letzten Zyklus wurden die Proben fOr weitere 7 Minuten bei 72* C inkubiert urn sicherzustellen, dad die 
letzte Primer-Vertfingerung vollstfindig vertfiuft Nach AbkOhlen auf Raumtemperatur wurden die Proben mit 
Phenol und Chloroform von Protein befreit und die DNA mit Athanol pr&zipitiert 

5 ul Jeder der 16 PCR-Proben wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und die L£nge der amplifizierten 

35 DNA-Fragmente nach elektrophoretischer Auftrennung bestimmt Die stfirkste DNA Bande. ein Fragment 
von 0.16 kb LInge. war In den PCR-Proben zu sehen, die mlt dem Oligonukleotid EBH653 als erstem 
Primer und einem der Ollgonukleotlde EBH639, EBM640, EBM641 Oder EBH642 als zweitem Primer 
amplifiziert worden waren. Da die mit dem Prlmerpaar EBI-1653 und EBM642 ampllfizierte Probe die 
grQBte Menge an cfiesem 0,16 kb DNA-Fragment enthielt. wurde diese Probe fUr die weitere Aufarbettung 

40 ausgewihlt 



Beispiel 5: 

45 

Klonierung und Sequenzierung eines durch PCR Amplifikation gewonnenen DNA-Fragments 

Das erhaltene PCR-Produkt der Primer EBH642 und EBH653 wurde mit BamHI geschnitten und 
nachfolgend elektrophoretisch in einem Agarosegel (1,5% Nusieve GTQ Agarose plus 1% Seakem QTQ 

so Agarose, FMC Corporation) nach der GrCfie aufgetrenni Die Hauptbande, ein DNA Fragment von 0,16 kb 
L&nge, wurde aus dem Gel elektroeluiert und mlt Ethanol prfizipitiert Dieses DNA Fragment wurde mtt 
BamHI^mal geschnittenem Plasmid pUC18 (Pharmacia) ligiert und E. coii JM101 mlt dem Ugationsge- 
misch transformiert Die nach der Miniprfiparationsmethode hergestellten Plasmlde wurden durch Schnel- 
den mit den Restriktkxisenzymen Pvull und EcoRI-BamHI und nachfolgender Elektrophorese In Agarosege- 

55 ten charakterisiert Das Plasmid pUCl8 enthSIt zwel Schnittstellen fOr Pvull, die in einem 0,32 kb DNA- 
Fragment die Potykionierstelle fiankieren. Sehr kurze DNA-lnserts in der Polyklonierstelte des Plasmids 
kOnnen nach Schneiden mit Pvull leichter im Agarosegel sichtbar gemacht werden, da sich die Lfinge urn 
0,32 kb vergrdBert Durch Schneiden mit EcoRI und BamHI kann das' in den mit BamHI und Smal 



21 



EP0 383 438 A2 



geschnittanen PlasmWvektor Ugierte DNA-Fragment Inklusive elnlger Basenpaare der PoiyHnkersequenz 
erhalten warden. Bn Won mlt dem gewOnschten Insert wurde ate pTNF-BP3B bezeichneL Das gesamte 
DNArlneert dieses Wons wurde nach Subklonieren elnes EcoRi-BamHI Fragments In M13mpl8 (Pharmacia) 
nach der modiflzierten DWesoxy Methode mlt Sequenase (United States Biochemical Corporation), sequen- 
6 ziert 

Die Analyse der durch PCR-amplHizierten DNA ergab fblgende Sequenz (nur der nicht kodierende 
Strang 1st abgebildet darOber die abgeleitetB Aminosfiuresequenz): 

5 10 
Gin Gly Lys Tyr lie His Pro Gin Asn Asn Ser lie Cys 
CAG GGG AAA TAT AIT CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC 

15 20 25 

Cys Thr Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Lmi Tyr Aan Aap 
TGT ACC AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC 

30 35 
Cvs Pro fllv Pro Gly Gin Act p Th^ Asp Cys Arg Glu Cys 
TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT 



40 45 50 

Glu Ser Gly Ser Phe Thr Ala Ser Glu Asn Asn Lys 

GAG AGC GGC TCC TTC ACA GCC TCA GAA AAC AAC AAG CAT CC 



Die ersten 20 und die letzten 29 Nukleotide (in Kursivschrfft) entsprechen den Sequenzen der Prlmer- 
OHgonukleotide EBM642 bzw. dem Komplement von EBM653. Die AminosSuren 38 bis 43 bestitigen die 
restfiche Sequenz des tryptischen Peptides 11. 

Welters enthSIt das mrttels PCR erzeugte DNA-Fragment die Sequenz des Peptides der Fraktion 20 
des tryptischen Verdaus (AminosSuren 20 bis 34, unterstrichen). Damit ist erwiesen, da* der Kton pTNF- 
BP3B von einer cDNA abgeieitet wurde, die fOr TNF-Blndungsprotein kodiert 

pTNF-BP3B stellt damit eine Sonde. z.B. zum Durchsuchen von cDNA-Blbliotheken nach TNF-BP cDNAs, 
dar. 



10 
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BelspW 6: 



45 Isofterung von TNF-BP cDNA Kionen 

Ca. 720.000 Phagen der HS813T cDNA Bibliothek in X gt11 wurden auf Ecoli Y1088 (A lacU169, 

pro::Tn5, tonA2. hsdR. supE, supF. metB. trpR, F",X - (pMC9)) platHert (ca 60.000 Phagen pro 14,5 cm 

Petrischale, LB-Agar 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt. 5 g/I NaCI, 1,5% Agar, Plattieren in Top-Agarose: 10 
60 0" Trypton. 8 g/l NaCI, 0.8% Agarose). Von jeder Platte wurden zwei Nltrozellulosefilter-AbzOge hergesteltt 

Die Fitter wurden vorgewaschen (16 Stunden bei 65* C) in: 

50mMTris/HCI pH»8.0 

1 MNaCI 

1 mM EDTA 
55 0,1 % SDS 

Die Filter wurden zwei Stunden bei 65* C prShybridisiert in: 

6x SSC (0.9M NaCI, 0,00 M tri-Na^cHrat) 

5x Denhardfs (0.1% Ficoll, 0,1% Potyvinylpyrrolidon, 0,1% BSA (-Rinderserumalbumin)) 
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0,1% SDS 



Herstellung der radioaktiv marklerten Sonde: 

5 

pTNF-BP 3B wurde mlt BamHI und EcoRI doppeft geschnrtten und das ca. 0.16 kb Insert Isollert 0.6 
ug des Inserts in 32 ul werden bei 100* C denaturiert und mlt Je 60 pMol EBM642 und EBM653 durch 
AbkOhlen auf 80* C Qber 10 Mlnuten und Jihes AbkOhlen In Bswasser geprlmt Nach Zusatz von 
10 ul cr*P-dCTP (100 uCi, 3,7 MBq) 
10 5 ul 10x Priming Puffer (0,1 M Tris/HQ pH -8,0, 50 mM MgCb) 
2 ul Je 1mm dATP, dQTP, dTTP 

1 ul PollK (Wenow Fragment der E.coli DNA Polymerase 1, 5 Bnhetten) 

wurde 90 Mlnuten bei Raumtemperatur Inkubiert Nach Httzeinakttvlerung (10 Mlnuten auf 70* C) erfolgte 
das Abtrennen der nichteingebauten Radioaktivltfit durch Chromatographic Qber Blogel P6DG (Biorad) in TE 
rs Puffer (10 mM Tris/HCI pH=8, 1 mM EDTA). Bngebaut wurden 65x10 s cpm. 

Das Hybridlsieren der Rlter erfolgte in einem Qesamtvoiumen von 80 ml 6xSSC/5X Denhardt's/0,1% SDS 
plus hrtzedenaturierter Hybridisiersonde wfihrend 16 Stunden bei 65* C. . 

Die Filter wurden zweimal 30 Minuten bei Raumtemperatur In SxSSC/0,01% SDS und einmal 45 Mlnuten 
bei Raumtemperatur in 2xSSC/0.01% SDS und dreimal 30 Minuten bel 65 *C in 2xSSG/0.01% SDS 
so gewaschen. Die Filter wurden luftgetrocknet und anschliefiend an Amersham Hyperfltm 16 Stunden unter 
Verwendung einer Verstfirkerfoile bei -70* C exponiert Insgesamt wurden 30 hybridisierende Plaques 
identfflziert (X-TNF-BP #1-30). 

Die Regionen mlt den hybrfdisierenden Plaques wurden mdglichst prfizlse ausgestochen, und die Phagen 
in 300 ul SM Puffer plus 30 ul Chloroform ekiiert 
28 Durch "Plaquereinigung" (Ptattieren von ca 200 Phagen pro 9 cm Petri schate beim zweiten Durchgang, 
bzw. ca 20 Phagen pro 9 cm Petrischate beim drttten Durchgang, RtterabzOge doppelt, Vorbereiten, 
Hybridi8ieren und Waschen wie beim erstmaligen Durchsuchen beschrieben) wurden letztflch 25 hybridisie- 
rende Phagen vereinzeft (X-TNF-BP #1-10, 12-24, 29,30). 

30 

Darstellung der rekombfnanten X-DNA von den Klonen X-TNF-BP #13, 15. 23, 30: 

2x10 s Phagen wurden auf E.coii Y1088 in Topagarose (10 q/I Trypton, 8 g/l NaCI, 0,8% Agarose) 
plattiert (14,5 cm Petrischate mlt LB-Agarose (1,5% Agarose, 0,2% Glucose, 10 mM MgSO*, 10 g/l Trypton, 

38 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/t NaCI) und 6 Stunden bei 37* C inkubiert. Nach AbkOhlen der Platten (30 Minuten bei 
4* C) wurde mlt 10 ml X-Diluent (10 mM Tris/HCI pH-8,0, 10 mM MgCla. 0.1 mM EDTA) Oberschichtet und 
16 Stunden bei 4'C etuiert Der Oberstand wurde in 15 ml Corex Rdhrchen transferiert und 10 Minuten bei 
15000 rpm und 4*C zentrlfugtert (Beckman J2-21 Zentrffuge, JA20 Rotor). Der Oberstand wurde in 10 ml 
Polycarbonat-RShrchen dekantiert und bel 50000 rpm, 20* C bis «?t-3x10 10 zentrlfugiert (Beckman L&-70, 

40 50 TI Rotor). Das Pellet wurde in 0,5 ml X-Diluent resuspendiert und in Eppendorf Rdhrchen (1,4 ml) 
transferiert Nach Zusatz von 5 ug RNase A und 0,5 ug DNasel und Inkubation bei 37* C wfihrend 30 
Minuten und Zusatz von 25 ul 0,5 M EDTA. 12,5 ul 1 M Tris/HCI pH«8.0, 6,5 Ul 20% SDS erfolgte weitere 
Inkubetton bei 70* C fOr 30 Minuten. Die X-DNA wurde durch Phenol/Chloroform Extraktion gereinigt und mlt 
Ethanoi geAllt AbechHeBend wurde die DNA in 100 ul TE-Puffer gelSst 

4$ 

Beispiel7: 



so Subklonierung und Sequenzierung von TNF-BP cDNA Klonen 15 und 23 

Urn die cDNAs der Ktone XTNF-BP15 und XTNF-BP23, die bel der Hybrldisierung die stflrksten Signate 
gezeigt hatten, nfiher zu charakterisleren, wurden die cDNA-lnserts mit EcoRI aus der X-DNA herausge- 
schnitten, nach elektrophoretischer Auftrennung aus einem Agarosegel eluiert und mit Athanol prflzlpitiert 
65 Die DNA-Fragmente von 1.3 kb (von XTNF-BP15) und 1.1 kb (von XTNF-BP23) wurden mft EcoRI 
geschnittenem und mit alkalischer Phosphatase aus KaJbsdarm dephosphoryliertem Plasmidvektor pT7/T3o- 
18 (Bethesda Research Laboratories) mit T4 DNA Ugase ligiert und E.coii JM101 transform iert Von 
einzelnen Bakterienkolonien, die nach Selektion auf Agaroseplatten mit Ampicillin und Xrgal keine blaue 
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Farbung aufwiesen. wurde im MiniprSparattonsverfahren Plasmid-DNA hergestellt und durch Schneider* mtt 
EcoRl und HBndlll das Vorhandensein und die Orientlerung des cONA Inserts festgestelit Plasmide. die das 
BcoRI Insert der Phagen XTNF-BP15 taw. XTNF-BP23 so orientfert enthielten, dad das dem 5-Ende der 
mRNA errtsprechende Ende dem T7 Promoter zugewandt 1st wurden pTNF-BPt5 taw. pTNF-BP23 
5 benannt Die EcoRl Inserts von XTNF-BP15 und XTNF-BP23 wurden ebenfalls in mtt EcoRl geschnittenen 
und dephosphorylierten M13mp19 Vektor Rgiert und E.cofl JM101 transformlert Von einigen wahllos 
ausgewihtten M13 Kionen wurde Elnzelstrang-DNA prflparlert und als Vorlage fOr die Sequenzierung nach 
der Didesoxy-Methode verwendet 

An M13 Kionen. die die cDNA-lnserts In entgegengesetzter Orientlerung enthieiten, wurden mit dem 
to unhversellen Sequenzierprlmer und spezifisch synthetlsierten OBgonukleotidprtmem, die an das cDNA-lnsert 
binden. beide DNA-Str&nge vollstSndig sequenziert 

Die vollstfindige Nukleotidsequenz von 1334 Basen des cDNA-lnserts von XTNF-BP15 taw. pTNF-BP15 
1st in Flg.1 dargestelK. Die Basen 1-6 und 1328-1334 entsprechen den EcoRHinkem. die bei der 
Herstellung der cDNA-BibKothek an die cDNA angefQgt worden waren. Die Nukleotidsequenz des cDNA- 
16 Inserts von XTNF-BP23 errtspricht der von XTNF-BP15 (Basen 22-1100). flanWert von EcoRHJnkem. 

Der Won XTNF-BP30 wurde ebenfalls untersucht seine Sequenz entsprtcht XTNF-BP15 mtt dem 
UnterscWed, dafi die Sequenz eine Deletion von 74 bp (Nukleotid 764 bis 837) aufweist 
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Konstruktion der Expressionsplasmide pAD-CMV1 und pAD-CMV2 

26 Aus Teilen der Expressionsplasmide pCDM8 (Seed und Aruffo, 1987. Seed. 1687; Invftrogen), 
pSV2gptDHFR20 (EP-A1 0321 842) und dem Plasmid Bluescript SK+ (Short et al.. 1688; Stratagene) 
wurde ein neues Plasmid konstruiert, das eine Muttiklonierstelie fOr die gerichtete Insertion heteroioger 
DNA-Sequenzen aufweist und steh in Ecoll mittels Amplcillinresistenz mlt hoher Kopienzahl vermehren IMBt. 
Die intergenische Region von M13 ermdgHcht die Herstellung einzelstrlngiger Plasmid-DNA mfttels 

do Superinfection der transformlerten Bakterien mit einem HeHerphagen (z.B. R408 oder M13K07) zur erleich- 
terten Sequenzierung und Mutagenese der Plasmid-DNA. Der T7 Promoter, der der Multiklonierstelle 
vorangeht, ermdglicrit (fie Herstellung von RNA Transkrtpten In vitro. In SSugetierzellen erfolgt die Expres- 
sion heteroioger Gene getrieben vom CytomegaJovirus (CMV) Promoter/Enhancer (Boshart et al., 1685). Der 
SV40 RepNkationsursprung ermOglicht in geeigneten Zellinien (z.B. SV40 transformierte Zetten wie COS-7, 

w Adenovirus transformierte ZelKnie 263 (ATCC CRL1573) die autonome Replikation des Expressionsplasml- 
des zu hohen Kopienzahlen und damit hohe Raton in transienter Expression. FUr die Herstellung permanent 
transfbrmierter Zeifinien und die nachfolgende Amplication der Expressionskassette mittels Methotrexat 
dient ein mocfifiziertes Hamster-Minigen (Promoter mit kodierendem Bereich und dem ersten Intron) fOr 
Dtfiydrofotatredukiase (DHFR) als Selektkmsmarker. 

40 

a) Herstellung der Vektor- und Promoteranteile durch PCR 

Das Plasmid Bluescript SK+ wurde mtt Hindlll linearisiert und 5 ng DNA In einem 100 ul PCR Ansatz 
45 eingesetzt (Reakttonspuffer: 50 mM KCI, 10 mM Tris-CI pH»8,3. 1,5 mM MgCfe, 0,01% (w/v) Gelatine. 0.2 
mM der vter Desoxynukleotkttriphosphate (dATP, dQTP. dCTP, dTTP). 2,5 Bnheiten Taq Polymerase pro 
100 ul). Als Primer wurden Je 50 pmol der syrrthetischen Oligonukieotlde EBM768 (5- 
QQAATTCAQCCTQAATQQCQAATQQG-3'; bindet knapp auBerhalb von M13 ori-Region in Bluescript Pos. 
475, unabhflngig von M13 ori-Orierrtlerung) und EBM728 (5 ■CCTCGAGCGTTGCTGGCG 1 1 1 1 ICC-3; 
so bindet an Bluescript an Pos. 1165 vor ori, entsprlcht dem Anfang der Bluescript-Sequenz in pCDM8, 6 
Basen 5 ergeben Xhoi) eingesetzt Nach 5 Mlnuten Denaturieren bei 64* C erfolgte die PCR Qber 20 Zyklen 
(40 sec bei 64*C, 45 sec bei 55*C, 5 Min bei 72* C, Perkin Smer Cetus Thermal Cycler). Die 
Ongontddeotide flanWeren die intergenische Region von M13 bzw. den RepUkatlonsursprung (ori) mtt dem 
dazwischenHegenden Gen fOr die ^-Lactamase. Gleichzettig wird am Ende des Repllkationsursprungs eine 
55 Xhoi- und am anderen Ende eine EcoRI-SchnittstelJe erzeugt Das Reaktionsgemisch wurde durch Extrak- 
tion mit Phenol-Chloroform von Protein befreit und die DNA mit Ethanol prdzipitiert Die erhaltene DNA 
wurde mlt Xhol und EcoRl geschnitten und nach Elektrophorese In einem Agarosegel ein Fragment mit 23 
kb isotiert 
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5 ng mit Sacll Onearlsiertes Plasmid pCDM8 warden mtt den Otigonukleotiden EBM733 (5'- 
QQTCQACATTQATTATTGACTAQ-3'; btndet an CMV-Promotorregion (Pos. 1542) von pCDM8 f entsprtcht 
P08.1 in pAO-CMV. Sali-Stelle fOr Klonierung) und EBM734 (5 -QGAATTCCCTAQQAATACAQCQG-3'; 
bindet an Polyoma origin von 3SV40 polyA-Region in pCDM8 (Pos. 3590)) urtter iderttischen Bedlngungen 

5 wie fOr Bluescript SK+ beschrleben, durch PGR ampUfiziert Die Otigonukleotide binden am Begirm der 
CMV^romoter/Enhancer-Sequenz und erzeugen eine Sail Schnittsteile (EBM733) taw. binden am Ende 
der SV40 poty-Adenylierungstelle und erzeugen eine EcoRI Schntttstelle (EBM734). Das PCR-Produkt 
wurde mit Sail und EcoRI geschnitten und ein DNA Fragment von 1,8 kb aus einem Agarosegel isoliert 
Die beiden PCR Produkte wurden mit T4 DNA-Ugase llgiert mit dem erhaltenen Ugationsprodukt E.cofl 

to HB101 transformiert und nach Standardmethoden Plasmid-DNA ampUfiziert und prfipariert Daa Ptasmid der 
gewOnschten Beschaffenheit (siehe Rg.3) wurde pCMV-M13 benannt 

Der SV40 Replikationsursprung (SV40 ori) wurde aus dem Plasmid pSV2gptDHFR20 (EP-A1 0321842) 
isoliert Dazu wurde dieses Plasmid mit Hindlll und Pvull doppett geschnitten und die DNA-Enden durch 
nachfolgende Behandlung mit dem groBen Fragment der Ecoli DNA Polymerase (Ktenow Enzym) in 

is Qegenwart der vier Desoxynukleotldtrl phosphate stumpf gemacht Bn dabei erhaitenes 0,36 kb DNA 
Fragment wurde aus einem Agarosegel isoliert und In mit EcoRI linearisiertem pCMV-M13 iigiert Bn nach 
Transformation von E.co(i HB101 erhaitenes Plasmid mit dem SV40 ori in gleicher Orlentierung wie das 0- 
Lactamase Gen und dem CMV-Promoter wurde pCMV-SV40 benannt Die Konstruktion dieses Plasmids ist 
in Fig.3 dargestellt 

20 

b) Mutagenese des DHFR-Gens 

Zur Hersteltung eines Expresslonspiasmids mit einer vielseitigen Multiklonierstelle wurden aus dem 

2S DHFR Mlnigen durch gerichtete Mutagenese zwei und durch Deletion drei RestriktionsenzymschnittBtellen 
entfemt Dazu wurde aus dem Ptasmid pSV2gptDHFR20 ein 1,7 kb Bgltl Fragment das die gesamte 
kodierende Region des Hamster DHFR-Gens enthfift. in die Bglll Steile des Plasmids pUC219 (IBI) kloniert 
und das Plasmid pUCDHFR erhalten. Mit pUCDHFR transformierte Ecoli JM109 (Stratagene) Zelten wurden 
mit etwa 40-fachem OberschuB des Helferphagen R408 (Stratagene) inflziert und 16 Stunden bei 37* C in 

30 LB-Medium geschOttelt Aus dem BakterienOberstand wurde einzelstrfingige Plasmid-DNA isoliert 

Die gerichtete Mutagenese erfolgte in zwei auftf nanderfolgenden Schritten, wobei das in vitro Mutage- 
nese System RPN1523 (Amersham) verwendet wurde. Die am Beginn von Exon 2 befindUche EcoRI Steile 
wurde durch Austausch einer Base von GAATTC zu GAGTTC zerstfirt Dieser Basenaustausch fUhrt zu 
kelner Anderung der kodierten Aminosfiuresequenz und entspricht auderdem der Nukleotidsequenz Im 

36 natOrtichen murinen DHFR-Gen (McGrogan et al., 1885, Mitchell et al. t 1986). FOr die Mutagenese wurde 
ein OBgonuWeotid (Antisense-Orlentierung) der Sequenz 5-GTACTTGAACTCGTTCCTG-3' (EBM751) ver- 
wendet Bn Ptasmid mit der gewOnschten Mutation wurde, wie oben beschrleben, als Bnzelstrang-DNA 
prSpariert und die im ersten Intron befindliche Pstl Steile durch Mutagenese mit dem Oligonukleotid EBh 
1857 (Antisense Orlentierung, 5-GGCAAGGGCAGCAGCCGG-3) von CTGCAG In CTGCTG entfemt Die 

40 Mutationen wurden durch Sequenziening beetStigt und da erhaltene Plasmid pUCDHFR-Mut2 benannt 

Aus dem Plasmid pUCDHFR-Mut2 wurde das 1,7 kb Bglll Fragment isoliert und in mit Bglll und BamHI 
doppett geechnrttenes Plasmid pSV2gptDHFR20 Iigiert Nach Transformation von Ecoli, Amplication und 
DNA-teiarung wurde ein Plasmid der gewOnschten Beschaffenheit erhalten, das als pSV2gptDHFR-Mut2 
bezefchnet wurde. Durch Schneiden mit BamHI wurde in der 3'-nlcht-kodierenden Region des DHFR Gens 

46 ein auT (fie Bglll Steile fblgendes 0,12 kb DNA-Fragment entfemt das auBerdem noch eine Kpnl Schnittstel- 
le enthfllt Durch VerknOpfen der mit Bglll und BamHI entstandenen Oberttfngenden DNA-Enden wurden 
auch dte Erkennungssequenzen fOr diese beiden Enzyme zerstOrt 

Das Ptasmid pCMV«SV40 wurde mit EcoRI und BamHI doppett geschnitten, die DNA-Enden nachfot- 
gend mit Kienow-Enzym stumpf gemacht Die DNA wurde durch Extraktion mit Phenol-Chloroform und 

50 Ethanolftllung gereinigt anschlieBend durch Inkubation mit aikaiischer Phosphatase dephosphoryliert und 
die 4,4 kb lange Vektor DNA aus einem Agarosegel Isoliert 

Das Plasmid pSV2gptDHFR-Mut2 (Fig.4) wurde mit EcoRI und Pstl doppett geschnitten und die DNA- 
Enden durch 20 Minuten Inkubation bei 11* C mit 5 Bnheiten T4 DNA-Polymerase (50 mM Tris- HCt 
pH«8,0, 5 mM MgCfe, 5 mM Dfthiothrett 0,1 mM Jedes der vier DesoxynuWeotidtriphosphate. 50 ug/ml 

ss Rinderserumatoumin) stumpf gemacht Das 2.4 kb lange DNA-Fragment mtt dem mutierten DHFR-Gen 
wurde aus einem Agarosegel isoliert und mit dem wie oben beschrleben prftparlerten pCMV-SV40 Iigiert 
Bn nach Transformation von Ecoli erhaitenes Plasmid, das das DHFR-Gen In der selben Orlentierung wie 
den CMV-Promoter enthiett wurde pCMV-SV40DHFR benannt 
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Im totzten Schritt wurde das 0,4fcb "Stuffer'-Fragment nach dem CMV-Promoter, das noch aus dem 
Ausgangsptasmid pCOM8 stammte, gegen eine MultiklonJerstelle ausgetauscht Dazu wurde das Piasmid 
pCMV-8V40DHFR mtt Hindlll und Xbal doppelt geschnrttsn und dar Vektoranteil aus einem Agarosegel 
leoliert Die MuMdonierstelle, gebiktot . aus den balden OUgonukleotiden EBM823 (6- 
AQCTTCTQCAQQTCQACATCQATQQATCCQQTACCTCQAQCQQCCQCQMTTCT-3 ) und EBM629 (5- 
CTAGAQAATTCQCQQCCQCTCGAQQTACCQQATCCATCQATQTCQACCTQCAQA-3 ). enthdtt fnkiustve der 
fQr die Ktonlerung in Hindlll - Xbal kompatiblen Enden Restrtktionsachnmstellen fUr die Enzyme Pstl, Sail, 
Clal. BarnHF. Kpnl, Xhol. Notl und EcoRI. 

Je 1 ug der bekton Oligonukleotide wurden in 20 ul Reaktionapuffer (70 mM Tria-CI pH«7.6. 10 mM 
Mga 2 , 5 mM Wthkrthrett, 0.1 mM ATP) mit 5 Bnheiten T4 Polynukleotidkinase eine Stunde bei 37* C 
inkubiert, urn die 5-Enden zu phosphorylieren. Die Reaktton wurde durch 10 minOtiges Ertiltzen auf 70* C 
gestoppt und die komptementSren OliQonukieotide miteinander hybridisiert, indem die Probe welter* 10 
Mtnuten bei 56* C inkubiert und anschliedend langsam auf Raumtemperatur abgekQhlt wurde. 4 ul der 
hybricfisierten Oligonukleotide (100 ng) wurden mlt etwa 100 ng Plasmidvektor llgiert und E.coK HB101 
tranaformiert Bn Piasmid, das sich mit den Enzymen der Multiktonierstelle (ausgenommen Notl) lineartsie- 
ran tied, wurde pAD-CMV1 benannt. Von vielen getesteten Klonen konnte keiner identffiziert warden, deasen 
Piasmid sich mit Motl schneiden lieB. Die Sequenzierung zeigte immer die Deletion von einigen Basen 
innerhaib der Notl Erkennungssequenz. 

In gleicher Weise wurde . mit dem Ofigonukleotidpaar EBM820 (5'- 
AGCTCTAG^GMTTCQCGQCCGCTCQAQQTACCQQATCCATCQATQTCQACCTQCAGAAQCTTCh3) und 
EB ^ 1 821 (5-CTAGCAAGCT 
TCTGCAGGTCGACATCGATGGATCCGGTACCTCGAGCGGCCGCGAATTCTCTAG-3) das Expresslons- 
plaamid pAD-CMV2 hergesteltt. das die Restrikttonsschnittstellen Innerhaib der Multiktonierstelle In umge- 
kehrter Reihenfolge enthfitt Dabei wurde das Piasmid pAD-CMV2 erhatten. das sich mit sftmtlichen 
Restriktionsenzymen. einschliedltch Notl, Unearisieren liefi. 

Die Nukleotidsequenz des 6414 bp groBen Plasmids pAD-CMV1 (Rg.5) 1st zur Glnze in Rg.6 
dargestailt 

Die Abschnrtte auf dem Piasmid (angegeben In der Numerierung der Basen) entsprechen folgenden 
Sequenzen: 

1- 21 EBM733, Beglnn CMV Enhancer - Promoter (aus CDM8) 
632-648 T7 Promoter 

656-713 MuNkJonierstelle (Hindlll bis Xbal aus EBM823. EBM829) 
714-1412 SV40 Intron und poly-Adenylierungsstelle (aus CDM8) 

1413-2310 5'nicht kodierende Region und Promoter des Hamster DHFR Gen (aus pSV2gptDHFR20) 

2311-2396 Hamster DHFR: Exon 1 

2516 A zu T Mutation zerstOrt Pstl Stelie in DHFR Intron 1 

2701-3178 DHFR Exona 2-6 (kodierende Region) 

2707 A zu G Mutation zerstdrt EcoRI Stelie 

3272-3273 Deletion zwiachen Bgiil und BamHI in DHFR 3nicht kodierender Region 

3831 Ende DHFR Gen (aus pSV2gptDHFR20) 

3832-4166 8V40 orl (aus pSV2gptDHFR20) 

4170-4648 M13 ori (aus pBiuescript SK+) 

47804640 0-Uctamase (kodierende Region) 

639&4414 EBM729. Ende der pBiuescript Vektorsequenz 

Die Herstellung der Plasmide pAD-CMV1 und pAD-CMV2 1st in Rg.5 dargestellt 



Beispiel9 



Konstruktion des Piasmkte pADTNF-BP fOr die Expression der HJslichen Form von TNF-BP 

Urn auf dlrektem Weg die sekratierte Form von TNF-BP herzusteflen, wurde in der fOr einen Tail des 
TNF-Rezeptors kodierenden cDNA (vgLBeispiel 7; im folgenden ais TNF-R cDNA bezeichnet) nach dem 
Codon der C-terminalen AminoaSure des natOrlichen TNF-BP (AAT, Asn-172; entapricht Pos.201 in Rg.9) 
ein Translationaatopcodon eingefOhrt Dadurch wird die Proteinsynthese an dieser Stelie abgebrochen und 
emrtfglicht, TNF-BP direkt in den ZellOberstand zu sekretferen, ohne eine nachfolgende, nrtfgllcherweise 
geschwindigkeitsbestimmende Raaktion einer proteolytischen Abspattung in C-tenminaler Richtung geiege- 
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ner Abachnttte des TNF-Rezeptors durchtaufen zu mOssen. 

QtetehzeWg mlt dor BnfOhrung des Stopcodons mittels PCR wurde die 5-nlcht kodlerende Region der 
TNF-R cONA verkOrzt, urn das Translatlonsstartcodon eines wetteren offenen Leserahmens (Basen 72-203 
in Rg.9), der steh 5' von dem des TNF-R befindet zu entfemen. und am 5-bzw. 3-Ende der cDNA eine 
s BamHI bzw. EcoRI Schnittstelle eingefOhrt 

100 ng mit Xmnl linearisiertes Plasmid pTNF-BP15 (vgl. Beispiel 7) wurden mtt Je 50 pmol der 
Oligonukieotide EBM888 (Sense. 5-CAGGATCCGAGTCTCAACCCTCAAC-3) und EBM829 (Antlsense. 5'- 
GGQAATTCCTTATCAATTCTCAATCTQGQQTAQQCACAACTTC-3'; BnfOhrung zweier Stopcodons und 
einer EcoRI Stelfte) in einem 100 ill PCR-Ansatz Ober 10 Zyklen ampliflzlert Die Zykiusbedingungen waren 
io 40 Sekunden bei 94*C. 45 Sekunden bei 55*C und 5 Minuten bei 72* C. Nach dem letzten Zyklus wurde 
fUr welter* 7 Minuten bei 72* C inkubiert und die Reaktion durch ExtrakBon mit Phenoi-Chloroform gestoppt 
Die DNA wurde mit Ethanol pr&zipitiert und anschlieflend mtt BamHI und EcoRI doppett geschnftten. Das 
entstandene 0,75 kb DNA Fragment wurde aus einem Agarosegei Isoliert und in mit BamHI und EcoRI 
doppeit geschnittenes Ptasmid pT7/T3a-19 (BRL) kloniert Bnes der erhaltenen Plasmide. von dem 
76 aufgrund der Sequenzierung des gesamtan Inserts festgestellt worden war, daB es die gewUnschte Sequenz 
aufwies, wurde pTNF-BP benannt 

pTNF-BP wurde mit BamHI und EcoRI geschnitten und das 0,75 kb DNA Insert In das mit BamHI und 
EcoRI geschnittene Expressionsplasmid pAD-CMV1 kloniert Bn erhaltenes Piasmid der gewQnschten 
Zusammensetzung wurde pADTNF-BP benannt (Flg.7A). 

20 
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26 Konstruktion des Plasmides pADBTNF-BP fOr die Expression der ftsUchen Form von TNF-BP 

FOr eine weitere Variants eines Expressionsplasmides fOr die Produktion von sekretiertem TNF-BP 
wurde die Snnicht kodlerende Region der TNF-R cDNA gegen die s'-nicht kodierende Region der humanen 
0-Globin mRNA ausgetauscht Der Grund dafOr war die Feststeilung, dafi die Nukleotidsequenz unmtttelbar 

ao vor dem Translationsstartcodon der TNF-R Sequenz deuttich von der fOr effiziente Expression eukaryoti- 
scher Gene gefundenen Konsensussequenz (Kozak.1987) abweicht, wogegen die 5'-nicht kodierende 
Region der 0-Gk>bin mRNA sehr gut mit dieser Konsensussequenz Obereinstimmt (Lawn et ai.. 1980). 
Mtttels des Oiigonukieotids EBW452 (5- 

CACAGTCGACTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAAC^^ 

36 TCCACCGTGC-3), das nach einer Salt Restriktionsschnfttstelle die authentische 5 -nicht kodierende Se- 
quenz, entsprechend der humanen tf-Globin mRNA-Sequenz, gefolgt von 20 Basen der kodierenden Region 
von TNF-BP enthielt wurde In einer PCR die TNF-R Sequenz modfflziert 100 ng mit EcoRI linearisiertes 
Plasmid pTNF-BP wurden in 100 ul Reaktionsansatz mit Je 50 pmol der Oligonukieotide EBI-2452 und EBI- 
1822 (Antlsense, 5-GAGGCTGCAATTGAAGC-3;bindet an die huTNF-R Sequenz bei Pos. 656) in 20 PCR- 

40 Zyklen (40 sec bei 84* C, 45 sec bei 55* C. 90 sec bei 72* C) amplifiziert Nach Refnigung des PCR- 
ProduWes durch Extraktion mit Phenol-Chloroform und Ethanotf&llung wurde die DNA mtt Sail und Bglll 
doppeit geschnitten und das entstandene 0,51 kb DNA Fragment aus einem Agarosegei isoliert Der 
entsprechende Tell der TNF-R Sequenz wurde aus dem Plasmid pTNF-BP durch Schneiden mlt Sail und 
Bglll entfsmt, der 3,1 kb lange Plasmidteil aus einem Agarosegei isoliert und mit dem 0,51 kb langen PCR- 

46 Produkt igiert Nach Transformation von E.coil wurden sieben der erhaltenen Plasmide sequenziert Bnes 
dieser Plasmide enthiett genau die gewOnschte Sequenz. Dieses Plasmid wurde pBTNF-BP benannt 

Das gesamte Sail - EcoRI Insert von pBTNF-BP wurde in das ebenso geschnittene Expressionsplasmid 
PAD-CMV1 kloniert und das erhaltene Plasmid pADBTNF-BP benannt (Fig.7B). 

50 

Beispiel 11 



Isoiierung von Ratten TNF-R cDNA Klonen 

66 

Zunfichst wurde eine Rattenhlm-cDNA analog der HS813T cDNA Blbilothek (vgl. Beispiel 4) aus der 
Ratten Glia Tumor Zellfnie C6 (ATCC Nr. CCL107) in X-gt11 hergestellt 

600.000 Phagen der Rattenhirn cDNA Bibliothek in X-gt11 wurden, wie in Beispiel 6 beschrieben, durch 
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Hybridisierung gescreent Als Sonde wurde das gereinigte EcoRI Insert von pTNF-BP30 (vgLBeisplel 6) 
verwendet Etwa 100 ng DNA wurden mft 1 ug Random Hexamer Primer anstatt der speztflschen 
OflgonuWeotkte. wie fn Beispiel 6 beschrieben. mit [o-^PjdCTP radioaktlv markiert Bngebaut wurden 
25x10* cpm. Ofe Hybridisierung der Filter erfolgte unter glelchen Bedingungen wie In Beispiel 6. Die Filter 

5 wurden zweimal 30 Minuten bei Raumtemperatur in 2xSSCA).1% SDS und dreimai 30 Minuten bei 65* C in 
2xSSCA>,1%SDS und zweimal 30 Minuten bei 65* C in 0.5xSSC/0,5%SDS gewaschen. Die tuftgetrockneten 
Rlter wurden anschliefiend an Kodak XAR R6ntgenfilm 16 Stunden unter Verwendung einer Verst&rkerfofie 
bei -70* C exponiert Insgesamt wurden 10 hybridisierende Plaques ktentffiziert und durch Plaquereinlgung 
vereinzelt Nach dreimaliger Plaquereinigung wurden schlteBKch drei X-Klone (X-raTNF-R #3, 4, 6) vereinzelt 

ro und die Phagen DNA, wie beschrieben, dargestellt 

Die Lfinge der cDNA inserts wurde nach Schneiden der X-DNA mit EcoRI und Auftrennung In einem 
Agarosegel mit 2,2 kb fOr die Klone raTNF-R3 und raTNF-R8 und 2,1 kb fOr KJon raTNF-R4 bestlmmt Die 
EcoRI Inserts der Klone XraTNF-R3 und 8 wurden in ebenso geschnittenen M13mp19 kloniert und die DNA 
Sequenz mit universellen Sequenzierprimem und speziflsch synthetisierten Oligonukleotidprlmem bestlmmt 

is Die voils&ndige Nukleotklsequenz von raTNF-R8 ist In Fig.8 dargestellt Die ersten und letzten sieben 
Basen entsprechen den EcoRI-Linkem. die bei der Herstellung der cDNA-Bibliothek angefOgt worden waren. 



Beisptel 12 

20 

IsoHerung eines Ktons. enthaltend die volls&ndige fOr den humanen TNF-Rezeptor kodierende cDNA 

Die vollstfindige cDNA des Ratten TNF-R erlelchterte die Suche nach dem noch fehlenden 3'-Tell der 

25 humanen TNF-R cDNA. 

Als Sonde fOr die Hybridisierung wurde das 0,4 kb lange PCR-Produkt der Primer EB1-2316 (5- 
ATTCGTGCGGCGCCTAG-3'; bindet an TNF-R mit 2.Base von EcoRI, an der TNF-R cDNA abbricht) und 
EBI-2467 (5-GTCGGTAGCACCAAQQA-3'; bindet ca. 400 Basen vor poly-A an cDNA-Klon, entspricht Pos. 
1775 In raTNF-R) mit XraTNF-R8 als Vortage elngesetzt Dieses DNA Fragment entspricht der Region der 

30 Ratten TNF-R cDNA, von der angenommen wurde, dad sle der, welche der Intemen EcoRI Stelle Im 
humanen TNF-R foigt entspricht 

2£x1(P cpm der raTNF-R Sonde wurden elngesetzt urn 600.000 Plaques der HS913T cDNA-Bibliothek 
zu hybridisieren. Die Hybridisierbedingungen entsprachen den In Beispiel 6 angegebenen. Die Rlter wurden 
zweimal 30 Minuten bei Raumtemperatur In 2xSSC/0,1%SDS und zweimal 30 Minuten bei 65* C in 

35 2xSS6o,1%SDS gewaschen, an der Uift getrocknet und an Kodak XAR Rfintgenfitm unter Verwendung 
einer VerstSrkerforie 3 Tage bei -70* C exponiert Sechs positive Plaques wurden ktentifiziert, in zwei 
weiteren Runden Plaques geretnigt und X-DNA dargestellt (X-TNF-R #2, 5. 6, 8, 11, 12). Nach Schneiden 
der X-DNA mit EcoRI wiesen alle KJone eine DNA Bande mtt etwa 03 kb L&nge auf. XTNF-R2 und 11 
enthielten zusStzfich ein EcoRI Fragment mit 1,3 kb. Die beiden EcoRI Inserts aus XTNF-R2 wurden In die 

40 EcoRI SteOe von Ptasmid pUC218 (IBI) subktoniert und anschliedend sequenziert Die Sequenz des 1,3 kb 
EcoRI Fragments entsprach der von cDNA Klon pTNF-BP15, das 03 kb EcoRI Fragment entspricht dem 3- 
Abechnitt der TNF-R mRNA und enthftlt vor der EcoRHJnker Sequenz einen poly-A Schwanz mit 16 A 
Reaten. XTNF-R2 enthSK demnach die vollstSndlge kodierende Region des humanen TNF-R, dargestellt In 

46 

Beispiel 13 



so Konstruktton der Ptasmlde pADTNF-R und pADBTNF-R fOr die Expression des gesamten humanen TNF- 
RezeptofB 

Zunfichst wurde. fihnlich wie Im Beispiel 9 fOr pTNF-BP bzw. pADTNF-BP beschrieben. ein Plasmkl 
konstniert, in dem die 5'-nicht kodierende Region von pTNF-BP15 verkOrzt im Unterschied zu den im 
65 Beispiel 9 beschriebenen Plasmiden jedoch das 3'-Ende von pTNF-BP15 beibehalten wurde. Dazu wurde 
unter ktontischen B edingu ngen wie In Beispiel 9 mit dem Oligonukteotk) EBM988 und dem M1 3 -40 
Universalprimer (5-GTTTTCCCAGTCACGAC-3) pTNF-BP15 mit PCR ampimziert Das PGR Produkt wurde 
mit BamHI und EcoRI doppelt geschnitten und in das Plasmid pT7/T3o-19 kloniert Bnes der erhaltenen 
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Plasmide wurde pTNF-BP15B benannt 

pTNF-BP15B wurde mtt BamHI und EcoFU geschnitten und das 126 kb ONA Insert in mtt BamHI und 
EcoRI geschnittenes Expressionsplasmid pAD-CMV1 kloniert En erhattenes Plasmid der gewOnschten 
Zusammeneetzung wurde pADTNF-BP15 benannt. 

s Dieses Plasmid wurde mtt EcoRI finearisiert und in die Schnfttstelto das 0,8 kb EcoRI Fragment isoKert 
aus XTNF-R2. kloniert Nach Transformation von E.coli wurden elnige wahilos Isolierte Plasmide durch 
Schnekten mtt verschiedenen Restrfktionsenzymen auf die korrekte Orientierung des eingesetzten EcoRI 
Fragments OberprOft Bn Plasmid. bezeichnet als pADTNF-R (Rg.7C). wurde noch genauer auf korrekte 
Orientierung untersucht Indem das Insert ausgehend vom 3'-Ende der insertierten cONA mit dem 

io OHgonuWeotid EBI-2112 (5-GTCCAATTATGTCACACC-3'), das nach der Multiklonierstelle an das Plasmid 
pAD-CMV1 und seine Derlvate bindet sequenziert wurde. 

Bn wetteres Expresslonsplasmid, in dem die 5'-nicht kodierende Region des TNF-R gegen die von fi- 
Globin ausgetauscht 1st wurde konstrulert Plasmid pADBTNF-BP wurde mit Bglll voilstflndig geschnitten. 
urn das 1,1 kb Bglll Fragment zu entfemen, die DNA-Enden wurden nachfolgend mtt alkalischer Phosphate- 

75 se aus Kfilberdarm dephosphorylieft und der Plasmidvektor (5,9 kb) mtt der 0-Globin 5-nicht kodierenden 
Region des l-Globingens und dem 5-Teil der TNF-R kodierenden Region aus einem Agarosegel Isoiiert 
Plasmid pADTNF-R wurde mit Bglll geschnitten und das 2,5 kb DNA Fragment enthattend den 3 -Abschnttt 
der TNF-R cONA bis zur Promoterregion des nachfolgenden DHFR-Gens, aus einem Agarosegel Isoiiert 
und in den zuvor prSparierten Plasmidvektor kloniert Bn nach Transformation von E.coH erhattenes Plasmid 

20 mit dem in korrekter Orientierung insertierten Bgllt-Fragment wurde pAOBTNF-R benannt (Rg.7D). 



Beispiel 14 

25 

Expression von Idslichem TNF-BP in eukaryotischen Zellinien 



a) EUSA-Test 

30 

In diesem Beispiel wurde der NachweJs von TNF-BP mittets EUSA-Test wle folgt durchgefQhrt 
96-Napf Mlkrotiterplatten wurden pro Napf mtt 50 ul 1:3000 verdQnntem polyklonalem Kaninchen-Serum 
(polyklonaie KanlnchenantikOrper, hergesteltt durch Pr&zipitatlon von Antiserum mit Ammoniumsulfat End- 
konzentration 50 % Sitttgung) gegen natQrOches TNF-BP 18 Stunden bei 4*C beschichtet einmal mtt 

35 0,05% Tween-20 in PBS gewaschen und freie Bindungsstellen mtt 150-200 ul 0,5% Rinderserumalbumln, 
0,05% Tween-20 In PBS (PBS/BSS/Tween) eine Stunde bei Raumtemperatur bloddert Die Nfipfe wurden 
einmal mit 0,05% Tween-20 in PBS gewaschen und 50 ul ZellOberstand Oder bekannte Mengen von 
nafflrtlchem TNF-BP (vgl. Tab.3 und 4) und 50 ul einer 1:10.000-fachen VerdOnnung etnes polyklonalen 
Mfiuseserums gegen TNF-BP aufgetragen und zwel Stunden bei Raumtemperatur inkubiert AnschlieBend 

40 wurden (fie NBpfe dreimal mtt 0,05% Tween-20 in PBS gewaschen und 50 ul Kaninchen anti-Maus Ig- 
PeroxWase Koniugat (Dako P161; 1:5000 in PBS/BSA/Tween), zugegeben und wettere zwei Stunden bei 
Raumtemperatur Inkubiert Die Nfipfe wurden dreimal mit Tween/PBS gewaschen und die FSrbereaktkxt mtt 
Orthophenylencfiamln (3 mg/ml) und Na-Perborat (1 mg/ml) in 0.067M KaHum-Ctorat pH 5,0, 100 ul/Napf. 20 
Minulen bei Raumtemperatur unter Uchtschutz durchgefQhrt Nach Zugabe von 100 ul 4N H2SO4 wurde die 

46 Farbintenattfit bei einer Wetlenl&nge von 492 nm in einer Mikrofilmpiatten-Photometer photometrisch 
gemessen. 



b) Transient© Expression von Idslichem TNF-BP In eukaryotischen Zellinien 

50 

Etwa 10 6 Zelien (COS-7) pro 80 mm Petrischale wurden 24 Stunden vor der Transfektion in RPMM640 
Medium mit 10% httzeinaktMertem fStalem KMIberserum angesetzt und bei 37* C in 5% CO2 Atmosphere 
inkubiert Die Zelien wurden mtt einem Qummlschaber von der Petrischale geidst und 5 Minuten bei 1200 
UpM bei Raumtemperatur abzentrffuglert (Heraeus Mintfuge, Ausschwlng-Rotor 3380), einmal mtt 5 ml 
65 serumfreiem Medium gewaschen, 5 Minuten bei 1200 UpM zentrtfugiert und In 1 ml Medium, versetzt mit 
250 ug/ml DEAE-Dextran und 10 ug Plasmid DNA (vgl. Tab.3, gereinigt durch zweimalige CsQ Dichtegra- 
dientBnzentrtfugation) suspendiert. Die Zelien wurden 40 Minuten bei 37* C inkubiert einmal mit 5 ml 
Medium mit 10% KMIberserum gewaschen und in 5 ml Medium mtt 100 ug/ml Chkxoquin suspendiert. Die 
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Zellen wurden eine Stunde bei 37* C Inkubiert einmal mit Medium gewaschen und mit 10 ml frischem 
Medium be) 37* C inkubiert Nach 72 Stunden wurde der ZellQberstand geemtet und zum Nachwels des 
sekrotierten TNF-BP verwendet 

5 Tabelte 3: 



ZelRnie 


COS-7 


ohne Plasmid 

pADTNF-BP 

pADBTNF-BP 


< 5 ng/ml 
7,5 ng/ml 
146ng/tal 



c) Herstellung permanent TNF-BP produzierender Zellihien 

Die Dihydrofolatreduktase(DHra)-defi2iente Hamster Ovarial Zellinle CHO DUKX Bll (Uriaub und Cha- 
^ sin, 1980) wurde mit Plasmid pADBTNF-BP mrttels Kabdum-Phosphat Prfizipttation transfiziert (Current 
protocols In molecular biology, 1987). Vler dicht bewachsene Zellkultur-Flfischchen (25 cm 2 . 5 ml Kulturme- 
dium pro FIfischchen) wurden mit je 5 ug DNA transfiziert; nach vlerstOndlger Inkubation bei 37* C wurde 
das Medium entfemt und durch Je 5 ml Selektionsmedlum (MEM alpha Medium mit 10 % dialysiertem 
fOtalem Rinderserum) ersetzt Nach Inkubation Qber Nacht wurden die Zellen mitteis Trypsin-LGsung 
x abgeWst; die Zellen aus Jedem RSschchen wurden in zwei 96-Napf Qewebekutturpiatten aufgeteilt (100 
Ul/Napf in Selektionsmedlum). In etwa wfichentllchen Abstinden wurde frisches Medium zugegeben. Nach 
etwa vier Wochen konnten in 79 N&pfen Zellklone beobachtet warden. Die Oberstfinde wurden im EUSA 
auf TNF-BP AktMtfit getestet 37 Oberstfinde zeigten AktMtSt im EUSA. Die Ergebnisse des EUSA-Tests 
einiger posiver Klone ist in Tab.4 dargesteilt 

30 Tabeile 4: 



Probe 


Absorption bei 492 




nm 


TNF-BP Standard 


1 ng/ml 


0,390 




10 ng/ml 


1233 




lOOngAnl 


1,875 




Kulturmedium 


0,085 


(Negativkontrolle) 




Klon 


A1G3 


0.488 




A2F5 


0,831 




A3A12 


0,924 




A4B8 


0.358 




A5A12 


0,806 




A5B10 


0.915 




A5C1 


0,966 





66 

Beispiel 15: 
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RNA Analyse (Northern Blot) des humanen TNF-Rezeptors 

Je 1 ug po»y-A* RNA (isottert aus HS913T (Flbrosarkom), Plazenta und Milz wurden In elnem 1,5%lgen 
vertikalen Agarosegei (10mM Na-Phosphatpuffer pH-7,0, 8.7 % FormaWehyd) elektrophoretisch aufge- 

5 trennt Als GrSBenmarker wurde eine durch BnfQllreaktion mtt (o-^PJdCTP und Wenow-Enzym radioaktiv 
marWerte Kilobasenlerter (Bethesda Research Laboratories) verwendet Das Formaldehyd wurde durch 
WSssam aus dem Gel entfemt und die RNA In 20x SSC auf elne Nylon-Membran (Qenescreen plus. NEN* 
DuPont) transferiert Die RNA wurde durch UV-Bestrahlung (100 Sekunden) auf der Membran kovaJent 
gebunden. Die Membran wurde 2 Stunden be) 65* C In Church-Puffer (Church and Gilbert 1084), (0.5 M 

10 Na-Phosphat pH«7,2, 7 % SDS, 1 mM EDTA) prfihybridisiert und 19 Stunden bei 65* C In frlschem 
Church-Puffer mit 3x10 s cpm P-32 marWerter DNA Sonde (BooRI Insert von pTNF-BP30) hybridisiert. Das 
Filter wurde dreimal 10 Minuten bei Raumtemperatur in Waschpuffer (40 mM Na-Phosphat pH-7,2, 1 % 
SDS) und anschlledend viermal 30 Minuten bei 65* C In Waschpuffer gewaschen und 18 Stunden auf 
Kodak XAR R8rrtgenfllm unter Verwendung einer Verstfirkerfolie bei -70 * C exponiert 

16 Das Autoradiogramm (Rg.10) zeigt elne singulfire RNA Bande einer Lfinge von 2.3 kb fUr den humanen 
TNF-Razeptor in den analysierten Geweben bzw. der Zeillnle HS913T. 



Beispiel 16: 

20 

Expression des TNF-Rezeptors 

FOr die transients Expression wurden 5 - 10x10 7 COS-7 Zellen 40 Minuten lang mit 10 ug pADTNF-R- 
20 Plasmld-DNA In einer L5sung enthaJtend 250 ug/ml DEAE Dextran und 50 ug/ml Chloroquin Inkubiert Als 
Kontrolle wurde pADCMV-1-DNA verwendet Nach der Transfektion wurden die Zellen gewaschen und 
anschliaBend 48 h lang gezOchtet Die Expression des TNF-Rezeptors wurde durch Bindung von 125 I-TNF 
nachgewtesen. FOr die Bindungstests wurden die Zellen gewaschen. 1 h lang bei 4* C mit 10 ng 125 I-TNF 
(spezifische Radioaktlvttflt 38.000 cpm/hg) mit Oder ohne 200fachen OberschuB an unmarWertem TNF 
so inkubiert gewaschen. und die an die Zellen gebundene Radioaktivttfit In elnem Gamma-Zfihler gemessen. 
Die spezifische Bindung betrug bei der Kontrollprobe 2062 cpm, bei den mtt TNF-Rezeptor DNA transfor- 
mierten Proben 6150 cpm (die Werte sind ausgedrOckt als mfttlere gebundene cpm; die Standardabwei- 
chung, bestimmt aus Parallelversuchen, ist berQcksichtigt Unspeziflscher Untergrund In Anwesenheit von 
unmarWertem TNF wurde von den Werten abgezogen). 

35 
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AnsprUche 

1. DNA, kodierend fOr einen TNF-Rezeptor Oder fOr Fragmente davon, dadurch gekennzeichnet dafl sie 
die Forme! 

ATQ QGC CTC TCC ACC GTG CCT QAC CTG CTQ CTQ CCA CTQ GTG CTC CTQ QAQ CTQ TTG GTG 
QQA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA CTG GTC CCT CAC CTA GGG GAC AGG GAG AAG AGA 
GAT AGT GTG TGT CCC CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC 
AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG GGG CAG GAT ACQ GAC 
TGC AGG GAG TGT GAG AGO GGC TCC TTC ACC GCT TCA GAA AAC CAC CTC AGA CAC TGC CTC 
AGC TGC TCC AAA TGC CGA AAG GAA ATG GGT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA GTG GAC 
CGG GAC ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CGG CAT TAT TGG AGT GAA AAC CTT 
TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC CTC TGC CTC AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG 
AAA CAG AAC ACC GTG TGC ACC TGC CAT GCA GGT TTC TTT CTA AGA GAA AAC GAG TGT GTC 
TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACQ AAG TTG TGC CTA CCC CAG ATT GAG 
AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC ACA GTG CTG TTG CCC CTG GTC ATT TTC TTT 
GGT CTT TGC CTT TTA TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG TGG AAG 
TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA CCT GAA AAA GAG GGG GAG CTT GAA 
GGA ACT ACT ACT AAG CCC CTG GCC CCA AAC CCA AGC TTC AGT CCC ACT CCA GGC TTC ACC 
CCC ACC CTG GGC TTC AGT CCC GTG CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
CCC GGT GAC TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC AGA GAG GTG GCA CCA CCC TAT CAG GGG 
GCT GAC CCC ATC CTT GCG ACA GCC CTC GCC TCC GAC CCC ATC CCC AAC CCC CTT CAG AAG 
TGG GAG GAC AGC GCC CAC AAG CCA CAG AGC CTA GAC ACT GAT GAC CCC GCG ACQ CTG TAC 
GCC GTG GTG GAG AAC GTG CCC CCG TTG CGC TGG AAG GAA TTC GTG CGG CGC CTA GGG 
CTG AGC GAC CAC GAG ATC GAT CGG CTG GAG CTG CAG AAC GGG CGC TGC CTG CGC GAG 
GCG CAA TAC AGC ATG CTG GCG ACC TGG AGG CGG CGC ACQ CCG CGG CGC GAG GCC ACQ 
CTG GAG CTG CTG GGA CGC GTG CTC CGC GAC ATG GAC CTG CTG GGC TGC CTG GAG GAC ATC 
GAG GAG GCG CTT TGC GGC CCC GCC GCC CTC CCG CCC GCG CCC AGT CTT CTC AGA TGA 
Oder Abschnftte davon aufweist einschHefllich ihrer degenerierten Varianten. 

2. DMA nach Anspruch 1. kodierend fOr sekretierbares TNF-bindendes Protein, dadurch gekennzeich- 
net dafl sie die Forme! 
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GAT 


AGT 


GTG 


TGT 


CCC 


CAA 


GGA 


AAA 


TAT 


ATC 


CAC 


CCT 


CAA 


AAT 


AAT 


TCG 


ATT 


TGC 


TGT 


ACC 


AAG 


TGC 


CAC 


AAA 


GGA 


ACC 


TAC 


TTG 


TAC 


AAT 


GAC 


TGT 


CCA 


GGC 


CCG 


GGG 


CAG 


GAT 


ACG 


GAC 


TGC 


AGG 


GAG 


TGT 


GAG 


AGC 


GGC 


TOC 


TTC 


ACC 


GCT 


TCA 


GAA 


AAC 


CAC 


CTC 


AGA 


CAC 


TGC 


CTC 


AGC 


TGC 


TCC 


AAA 


TGC 


CGA 


AAG 


GAA 


ATG 


GGT 


CAG 


GTG 


GAG 


ATC 


TCT 


TCT 


TGC 


ACA 


GTG 


GAC 


CGG 


GAC 


ACC 


GTG 


TGT 


GGC 


TGC 


AGG 


AAG 


AAC 


CAG 


TAC 


CGG 


CAT 


TAT 


TGG 


AGT 


GAA 


AAC 


CTT 


TTC 


CAG 


TGC 


TTC 


AAT 


TGC 


AGC 


CTC 


TGC 


CTC 


AAT 


GGG 


ACC 


GTG 


CAC 


CTC 


TCC 


TGC 


CAG 


GAG 


AAA 


CAG 


AAC 


ACC 


GTG 


TGC 


ACC 


TGC 


CAT 


GCA 


GGT 


TTC 


TTT 


CTA 


AGA 


GAA 


AAC 


GAG 


TGT 


GTC 


TCC 


TGT 


AGT 


AAC 


TGT 


AAG 


AAA 


AGC 


CTG 


GAG 


TGC 


ACG 


AAG 


TTG 


TGC 


CTA 


CCC 


CAG 


ATT 


GAG 


AAT 















aufweist wobei R 2 gegebenenfalls fehtt Oder eine fUr ein in vivo abspattbares (Poly)peptId kodierende DNA 
darstallt einschlleBilch fhrer degenerierten Varlanten. 

3. DNA nach Anspruch 2, kodierend fOr sekretierbares TNF bindendes Protein, dadurch gekennzeich- 
net daB ale die in Anspmch 2 definierte Formel aufweist wobei R 3 eine zur Gfinze Oder teiiweise fUr eine 
Signalaequenz kodierende DNA darstellt 

4. DNA nach Anapruch 2. dadurch gekennzeichnet, daB daB R 2 die Formel CTQ GTC CCT CAC CTA 
GGG GAC AGG GAG AAG AGA aufweist 

5. DNA nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet dafl R 2 fUr R 3 CTG GTC CCT CAC CTA GGG GAC 
AGG GAG AAG AGA steht wobei R 3 eine fQr ein Signalpeptid kodierende DNA darstallt 

6. DNA nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet daB R 3 fQr 

ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA CTG GTG CTC CTG GAG CTG TTG GTG 

GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA 

steht 

7. NukJeinsfiuren, dadurch gekennzeichnet dafl sie mit der im Anspruch 1 definferten DNA oder 
Abschnitten davon urrter Bedingungen niedrlger Stringenz hybridlsieren und fQr ein Polypeptid mit der 
FMhigkeit TNF zu binden. kodieren oder die fQr ein solches Polypeptid kodierende Sequenz enthalten. 

a Rekombinantes DNA-MolekQI, dadurch gekennzeichnet daB es die in Anspruch 1 definlerte DNA- 
Sequenz oder eine degenerierle Variante oder mlndestens ein Fragment davon enthfilt 

9. Rekombinantes DNA-MolekQI nach Anspruch 8, replizlerbar in prokaryotischen oder eukaryotischen 
Wi r taotg a n ia men, dadurch gekennzeichnet daB ea. funktionell verbunden mit der in Anspruch 2 definierten 
DNArSequenz oder efner degenederten Variante oder mlndestens elnem Fragment davon, Expressionskon- 
trollaeQuenzen errthfilt 

10. Rekombinantes DNA-MotekOI nach Anspruch 9 t replizlerbar in Siugetierzellen. 

11. Rekombinantes DNA-MotekOI nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet daB es eine In elnem der 
AnsprQche 2 bis 6 definlerte DNA enthfilt 

12. Rekombinantes DNA-MolekQI nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB es die in Anspruch 6 
definierte DNA enthfitt 

13. Rekombinantes DNA-MolekQI nach Anspruch 12 mlt der Bezeichnung pADTNF-BP. 

14. Rekombinantes DNA-MolekQI nach Anspruch 12 mit der Bezeichnung pADBTNF-BP. 

15. Rekombinantes DNA-MolekQI, replizlerbar in prokaryotischen oder eukaryotischen Wirtsorganismen, 
dadurch gekennzeichnet daB es eine in Anspruch 1 definierte, gegebenenfalls modifizierte, DNA oder 
mlndestens ein Fragment davon enthfitt 

16. Rekombinantes DNA-MolekQI nach Anspruch 15, replizlerbar in Sfiugetierzellen. 

17. Rekombinantes DNA-MolekQI nach Anspruch 18 mit der Bezeichnung pADTNF-R. 

18. Rekombinantes DNA-MolekQI nach Anspmch 16 mK der Bezeichnung pADBTNF-R. 

19. Wirtsorganismus, transform iert mit mlndestens elnem der in den AnsprQchen 11 bis 14 definierten 
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rekomWnanten DNA-MolekOle. 

20. Wirtsorganlsmus. transfbrmlert mlt elnem In den Ansprtlchen 15 bis 18 definierten rekombinarrten 
DNA-MotekOI. 

21. Rekombinantes Polypeptid, dadurch gekennzelchnet dafl es von einer in Anspruch 1 definierten 
6 DNA kocfiert wird. 

22. Polypeptid nach Anspruch 21, dadurch gekennzelchnet dafl es der TNF-Rezeptor der Formel 

met gly te« *w thr val pro asp leu leu leu pro leu val leu leu glu leu leu val Qly ile tyr pro ser gty val lie gly 
leu val pro his leu gly asp arg glu lys arg asp ser val cys pro gin gly lys tyr ile his pro gin asn asn ser lie 
cys cys thr lys cys his h/s gry thr tyr leu tyr asn asp cys pro gty pro gry gin asp thr asp cys arg glu cys glu 

10 ser gry ser phe thr ala ser glu asn his leu arg his cys leu ser cys ser lys cys arg lys glu met gly gin val glu 
ile ser ser cys thr val asp arg asp thr val cys gly cys arg lys asn gtn tyr arg his tyr trp ser glu asn leu phe 
gin cys phe asn cys ser leu cys leu asn gly thr val his leu ser cys gin glu lys gin asn thr val cys thr cys his 
ala gry phe phe leu arg gtu asn glu cys val ser cys ser asn cys lys h/s ser leu glu cys thr hys leu cys leu 
pro gtn ile glu asn val lys gry thr glu asp ser gly thr thr val leu leu pro leu val ile phe phe gly leu cys leu leu 

75 ser leu leu phe ile gry leu met tyr arg tyr gin arg trp lys ser lys leu tyr ser ile val cys gly lys ser thr pro glu 
h/s glu gly glu leu glu gly thr thr thr lys pro leu ala pro asn pro ser phe ser pro thr pro gly phe thr pro thr 
leuglypheserprovalproserserthrphethrsersersert^ 

arg arg glu val ala pro pro tyr gin gly ala asp pro ile leu ala thr ala leu ata ser asp pro lie pro asn pro leu gin 
lys trp glu asp ser ala his lys pro gin ser leu asp thr asp asp pro ala thr leu tyr ala val val gtu asn val pro 
20 pro leu arg trp lys glu phe val arg arg leu gly leu ser asp his glu ile asp arg leu glu leu gin asn gly arg cys 
leu arg glu ala gin tyr ser met leu ala thr trp arg arg arg thr pro arg arg glu ala thr leu glu leu leu gly arg val 
leu arg asp met asp leu leu gry cys leu glu asp tie glu gtu ala leu cys gly pro ala ala leu pro pro ala pro ser 
leu leu arg 

oder ein Polypeptid bestehend aus mindestens einem Fragment davon 1st 

26 23. Polypeptid nach Anspruch 22, dadurch gekennzelchnet da* es TNF btndendes Protein der Formel 
asp ser val cys pro gin gry h/s tyr lie his pro gin asn asn ser Ile cys cys thr lys cys his lys gly thr tyr leu tyr 
asn asp cys pro gly pro gly gin asp thr asp cys arg glu cys gtu ser gty ser phe thr ala ser gtu asn his leu 
arg Ns cys leu ser cys ser h/s cys arg lys glu met gly gin val glu lie ser ser cys thr val asp arg asp thr val 
cys gly cys arg h/s asn gin tyr arg his tyr trp ser glu asn leu phe gin cys phe asn cys ser leu cys leu asn 

30 gty thr val his leu ser cys gin glu h/s gin asn thr val cys thr cys his ala gty phe phe leu arg gtu asn gfu cys 
val ser cys ser asn cys h/s h/s ser leu glu cys thr h/s leu cys leu pro gin ile glu asn 
Oder ein funktlonelles Fragment oder Derivat mtt der Fihigkert. TNF zu binden. 1st 

24. Verfahren zur Herstelkmg eines Polypeptkte nach Anspruch 23, dadurch gekennzelchnet dafl ein in 
Anspruch 19 definterter Wirtsorganlsmus gezQchtet und das exprimierte Protein isollert wird. 

35 25. Verfahren zur Herstellung von rekombinantem TNF-Rezeptor oder Fragmenten oder Modiffkationen 
davon, dadurch gekennzelchnet da* ein in Anspruch 20 definierter Wirtsorganlsmus gezQchtet und das 
exprimierte Protein isollert wird. 

26. Verwendung eines In den Ansprtlchen 21 und 22 definierten PolypeptkJs zum Untersuchen von 
Substanzen auf ihre Wechselwirxung mit diesem Polypeptid und/oder mtt TNF-a und/oder mlt TNF-0 

40 und/oder auf Ihre Beeinflussung der biologischen Wirkung von TNF-a und/oder TNF-/3. 

27. Verwendung eines in Anspruch 20 definierten Wirtsorganlsmus zum Untersuchen von Substanzen 
auf ihre Wechselwirkung mlt dem TNF-Rezeptor und/oder Ihre Beeinflussung der biologischen Wirkung von 
TNrV^jndtoder TNF-0. 

2a Verwendung eines Polypeptide nach Anspruch 23 zur prophylaktischen oder therapeutischen 
46 Behandlung des menechllchen KSrpers bet Indlkatlonen, bet denen eine schSdtgende Wirkung von TNF-a 
undfoder TNF-0 auftrftL 

29. Verwendung eines Polypeptide nach Anspruch 23 ats Diagnosticum zur Bestimmung von TNF-a 
und/oder TNF-/S. 

30. Pharmazauti8che Zuberertung, dadurch gekennzelchnet dafl sie als therapeutisch wirksame Kompo- 
so nerrte ein in Anspruch 23 definlertes Polypeptid in einer Menge enthMIt die die biologische Wirkung von 

TNF-a und/oder TNF-tf wirksam inhiblert 



55 



34 



EP 0 383 438 A2 



Fig. 1/1 

GAATTCT CTGGACTGAGGCTCCAGTTCTGGCCTTTGCGQ 
TTCAAGATCACTGGGACCAGGCCGTGATCTCTATGCCCGAGTCTCAACCCTCAACTGTC 

ACCCCAAGGCACTTGGGACGTCCTGGACAGACCGAGTCCCGGGAAGOCCCAGCACTGCC 

*** 

GCTGCCACACTGCCCTGAGCCCAAATGGGGGAGTGAGAGGCCA TAG CTG TCT GGC 

SI S5 810 S15 

Met Gly Leu Sar Thr Val Pro Asp Leu Leu Leu Pro Leu Val Leu 
ATG GGC CTC TCC ACC GTG CCT GAC CTG CTG CTG CCA CTG OTG CTC 
216 225 234 243 252 

S20 S25 S29 1 

Leu Glu Leu Leu Val Gly lie Tyr Pro Ser Gly Val lie Gly Leu 
CTG GAG CTG TTG GTG GGA ATA TAC CCC TCA GGG GTT ATT GGA CTG 
261 270 279 288 297 

5 10 15 

Val Pro His Leu Gly Asp Arg Glu Lys Arg Asp Ser Val Cys Pro 
GTC CCT CAC CTA GGG GAC AGG GAG AAG AGA GAT AGT GTG TGT CCC 
306 315 324 333 342 

20 25 30 

Gin Gly Lys Tyr lie His Pro Gin Asn Asn Ser lie Cys Cys Thr 
CAA GGA AAA TAT ATC CAC CCT CAA AAT AAT TCG ATT TGC TGT ACC 
351 360 369 378 387 

35 40 45 

Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp Cys Pro Gly Pro 
AAG TGC CAC AAA GGA ACC TAC TTG TAC AAT GAC TGT CCA GGC CCG 
396 405 414 423 432 

50 55 60 

Gly Gin Asp Thr Asp Cys Arg Glu Cys Glu Ser Gly Ser Phe Thr 
GGG CAG GAT ACG GAC TGC AGG GAG TGT GAG AGC GGC TCC TTC ACC 
441 450 459 468 477 

65 70 75 

Ala Ser Glu Asn His Leu Arg His Cys Leu Ser Cys Ser Lys Cys 
OCT TCA GAA AAC CAC CTC AGA CAC TGC CTC AGC TGC TCC AAA TGC 
486 495 504 513 522 

80 85 90 

Arg Lys Glu Net Gly Gin Val Glu lie Ser Ser Cys Thr Val Asp 

CGA AAG GAA ATG GOT CAG GTG GAG ATC TCT TCT TGC ACA GTG GAC 
531 540 549 558 567 

95 100 105 

Arg Asp Thr Val Cys Gly Cys Arg Lys Asn Gin Tyr Arg His Tyr 
CGG GAC ACC GTG TGT GGC TGC AGG AAG AAC CAG TAC CGG CAT TAT 
576 585 594 603 612 

110 115 120 

Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gin Cys Phe Asn Cys Ser Leu Cys Leu 

TGG AGT GAA AAC CTT TTC CAG TGC TTC AAT TGC AGC CTC TGC CTC 
621 630 639 648 657 
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125 130 135 

Asn.Gly Thr Val His Leu Ser Cys Gin Glu Lys Gin Asn Thr Val 
AAT GGG ACC GTG CAC CTC TCC TGC CAG GAG AAA CAG AAC ACC GTG 
666 675 684 693 702 

140 145 150 

Cys Thr Cys His Ala Gly Phe Pha Leu Arg Glu Aan Glu Cys Val 
TGC ACC TGC CAT GCA GGT TTC TTT CTA AGA GAA AAC GAG TGT GTC 
711 720 729 738 747 

155 160 165 

Ser Cys Ser Asn Cys Lys Lys Ser Leu Glu Cys Thr Lys Leu Cys 
TCC TGT AGT AAC TGT AAG AAA AGC CTG GAG TGC ACG AAG TTG TGC 
756 765 774 783 792 

170 175 180 

Leu Pro Gin lie Glu Asn Val Lys Gly Thr Glu Asp Ser Gly Thr 
CTA CCC CAG ATT GAG AAT GTT AAG GGC ACT GAG GAC TCA GGC ACC 
801 810 819 828 837 

185 190 195 

Thr Val Leu Leu Pro Leu Val He Phe Phe Gly Leu Cys Leu Leu 
ACA GTG CTG TTG CCC CTG GTC ATT TTC TTT GGT CTT TGC CTT TTA 
846 855 864 873 882 

200 205 210 

Ser Leu Leu Phe He Gly Leu Met Tyr Arg Tyr Gin Arg Trp Lys 
TCC CTC CTC TTC ATT GGT TTA ATG TAT CGC TAC CAA CGG TGG AAG 
891 900 909 918 927 

215 220 225 

Ser Lys Leu Tyr Ser He Val Cys Gly Lys Ser Thr Pro Glu Lys 
TCC AAG CTC TAC TCC ATT GTT TGT GGG AAA TCG ACA CCT GAA AAA 
936 945 954 963 972 

230 235 240 

Glu Gly Glu Leu Glu Gly Thr Thr Thr Lys Pro Leu Ala Pro Asn 
GAG GGG GAG CTT GAA GGA ACT ACT ACT AAG CCC CTG GCC CCA AAC 
981 990 999 1008 1017 

245 250 255 

Pro Ser Phe Ser Pro Thr Pro Gly Phe Thr Pro Thr Leu Gly Phe 
CCA AGC TTC AGT CCC ACT CCA GGC TTC ACC CCC ACC CTG GGC TTC 
1026 1035 1044 1053 1062 

260 265 270 

Ser Pro Val Pro Ser Ser Thr Phe Thr Ser Ser Ser Thr Tyr Thr 

AGT CCC GTG CCC AGT TCC ACC TTC ACC TCC AGC TCC ACC TAT ACC 
1071 1080 1089 1098 1107 

275 280 285 

Pro Gly Asp Cys Pro Asn Phe Ala Ala Pro Arg Arg Glu Val Ala 
CCC GGT GAC TGT CCC AAC TTT GCG GCT CCC CGC AGA GAG GTG GCA 
1116 1125 1134 1143 1152 
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290 295 300 

Pro Pro Tyr Gin Gly Ala Asp Pro He Leu Ala Thr Ala Leu Ala 
CCA'CCC TAT CAG GGG GCT GAC CCC ATC CTT GCG ACA GCC CTC GCC 
1161 1170 1179 1188 1197 

305 310 315 

Ser Asp Pro He Pro Asn Pro Leu Gin Lys Trp Glu Asp Ser Ala 

TCC GAC CCC ATC CCC AAC CCC CTT CAG AAG TGG GAG GAC AGC GCC 
1206 1215 1224 1233 1242 

320 325 330 

His Lys Pro Gin Ser Leu Asp Thr Asp Asp Pro Ala Thr Leu Tyr 
CAC AAG CCA CAG AGC CTA GAC ACT GAT GAC CCC GCG ACG CTG TAC 
1251 1260 1269 1278 1287 

335 340 
Ala Val Val Glu Asn Val Pro Pro Leu Arg Trp 
GCC GTG GTG GAG AAC GTG CCC CCG TTG CGC TGG AA GGAATTC 
1296 1305 1314 1323 1332 
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GGGCTCATAG AGATAGGAGC 7AGA7GAA7A 


AGTACAAAGG 


GCAGAAA7GG 


G7777AACCA 


3600 


GC AGAGC7AG * AACTCAGAC7 TTAAAGAAAA 


TTAGATCAAA 


G7AGAGACTG 


AA77A77C7G 


3660 


CACATCAGAC TCTGAGCAGA GTTCTGTTCA 


CTCAGACAGA 


AAA7GGG7AA 


A77GAGAGC7 


3720 


GGCTCCATTG TGCTCCTTAG AGATGGGAGC 


AGGTGGAGGA 


77A7A7AAGG 


7C7GGAACA7 


3780 


TTAACTTCTC CGTTTCTCAT CTTCAGTGAG 


ATTCCAAGGG 


A7AC7ACAA7 


7C7G7GGAA7 


3840 


GTGTGTCAGT TAGGGTGTGG AAAGTCCCCA 


GGCTCCCCAG 


CAGGCAGAAG 


TA7GCAAAGC 


3900 


ATGCATCTCA ATTAGTCAGC AACCAGGTGT 


GGAAAGTCCC 


CAGGC7CCCC 


AGCAGGCAGA 


3960 


AGTATGCAAA GCATGCATCT CAATTAGTCA 


GCAACCATAG 


7CCCGCCCC7 


AAC7CCGCCC 


4020 


ATCCOGCCOC TAACTCCGCC CAGTTCCGCC 


CATTCTOCGC 


CCCA7GGC7G 


AC7AA77777 


4080 


777A777A7G CAGAGGCCGA GGCGCCTCTG 


AGCTATTCCA 


GAAG7AG7GA 


GGAGGC7777 


4140 


TTGGAGGCCT AGGCTTTTGC AAAAAAGC7A 


ATTCAGCCTG 


AA7GGCGAA7 


GGGACGCGCC 


4200 


CTGTAGCGGC GCATTAAGCG CGGCGGGTGT 


GG7GG77ACG 


CGCAGCG7GA 
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4320 
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GCTCCCTTTA 


GGG77CCGA7 
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. 4380 


ACGGCAOCTC GACCCCAAAA ACTTGA7TAG 


GGTGATGGTT 
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4440 
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7GGAC7C77G 


4500 


TTCCAAACTG GAACAACACT CAACCCTATC 


TCGGTCTATT 
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A7AAGGGA77 


4560 


77GCCGA777 CGGCC7A7TG GTTAAAAAAT 


GAGC7GATTT 


AACAAAAA77 


7AACGCGAA7 


4620 


TTTAACAAAA TATTAACGT7 TACAATTTCA 


GGTGGCAC77 


7TCGGGGAAA 


7G7GCGCGGA 


4680 


ACCCCTAT7T G7T7A7777T C7AAA7ACA7 


TCAAATATGT 


A7CCGC7CAT 


GAGACAA7AA 


4740 


CCCTGA7AAA 7GCT7CAA7A A7A77GAAAA 


AGGAAGAGTA 


7GAG7A77CA 


ACA777CCG7 


4800 


brCUCULTTA TTCCCTTTTT 7GCGGCA7T7 


TGCCTTCCTG 
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CCCAGAAACG 


4860 


CTGGTGAAAG TAAAAGATGC TGAAGATCAG 


TTGGGTGCAC 


GAG7GGG77A 


CA7CGAAC7G 


4920 


wATvTvAACA uCGGTAAGAT CCTTGAGAGT 


TTTCGCCCCG 
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7CCAA7GA7G 
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AGCACTTTTA AAGTTCTGCT ATGTGGCGCG 


G7ATTATCCC 


G7A77GACGC 


CGGGCAAGAG 


5040 
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T7GAG7AC7C 


ACCAGTCACA 
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GAAAAGCATC TTACGGATGG CA7GACAG7A 


AGAGAA77A7 
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CA7AACCA7G 


5160 


AGTGATAACA CTGCGGCCAA C7TACTTCTG 


ACAACGA7CG 


GAGGACCGAA 


GGAGC7AACC 


5220 


GCTTTTTTGC ACAACATGGG GGATCATGTA 


AC7CGCC77G 


A7CG77GGGA 


ACCGGAGC7G 


5280 


AATGAAGCCA TACCAAACGA CGAGCG7GAC 


ACCACGA7GC 


C7G7AGCAA7 


GGCAACAACG 


5340 
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